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Les ROS (reactive oxygen species) inactivent les protéines tyrosines phosphatases 
(PTPs) en oxydant leur cystéine catalytique, ce qui cause d’importants changements 
conformationnels. Afin de caractériser la régulation rédox de la protéine tyrosine phosphatase 
1B (PTP1B), nous avons modélisé la structure tridimensionnelle de ses formes oxydées et 
réduites et nous avons identifié un peptide dérivé de sa boucle de liaison aux phosphotyrosines 
(BLP) nouvellement exposé au cytosol dans sa forme oxydée. Dans le but d’identifier de 
nouveaux partenaires d’interaction de PTP1B oxydé, nous avons utilisé ce peptide BLP, effectué 
des pull-downs, puis avons purifié et identifié la protéine 14-3-3 . Nous avons stimulé des 
cellules avec le facteur de croissance épidermique (EGF) afin de caractériser par co-
immunoprécipitation l’interaction entre PTP1B oxydé et 14-3-3 . Nos résultats indiquent que 
cette interaction était dépendante des ROS intracellulaires et de la phosphorylation de PTP1B 
par la protéine kinase B (PKB). La liaison de 14-3-3  était par ailleurs déstabilisée par le R18, 
un inhibiteur des 14-3-3, et la triciribine, un inhibiteur de PKB. De plus, plusieurs peptides BLP 
pénétrants bloquaient l’interaction entre PTP1B oxydé et 14-3-3  et favorisaient la réduction et 
la réactivation de PTP1B. Nos résultats suggèrent que l’interaction entre la protéine 14-3-3  et 
PTP1B est nécessaire afin de stabiliser la forme oxydée de la phosphatase. Étant donné le rôle 
important des PTPs dans plusieurs pathologies humaines, le développement de peptides 
activateurs de PTPs constitue une avancée importante. 
Mots-clés : PTP1B, phosphatase, 14-3-3, protéine, ROS, oxydation, réduction, signalisation 





Reactive oxygen species (ROS) inactivate protein tyrosine phosphatases (PTPs) by 
oxidizing their catalytic cysteine, initiating important conformational changes. To characterize 
the redox regulation of protein tyrosine phosphatase 1B (PTP1B), we modeled the 
tridimensional structure of its oxidized and reduced forms and we detected a newly exposed 
peptide derived from its phosphotyrosine binding loop (BLP) in its oxidized form. To find new 
proteins interacting with the oxidized form of PTP1B, we used this BLP peptide in pull-down 
assays and identified the 14-3-3  protein as a BLP-interacting protein. We stimulated cells with 
the epidermal growth factor (EGF) to characterize the interaction between oxidized PTP1B and 
14-3-3  with co-immunoprecipitations. As expected, our results indicate that this interaction 
depends on intracellular ROS production. In addition, 14-3-3  interaction was prevented by 
preincubating cells with R18, a 14-3-3 inhibitor, or by triciribine, a PKB inhibitor, prior to EGF 
stimulation. Furthermore, several cell-penetrating BLP peptides prevented the interaction 
between oxidized PTP1B and 14-3-3  and promoted its reduction and reactivation. Our results 
suggest that the interaction between 14-3-3  and PTP1B is essential to stabilize the oxidized 
form of the phosphatase. Given the important role of PTPs in many human diseases, the 
development of PTP activating peptides represents a significant progress. 
Keywords: PTP1B, phosphatase, 14-3-3, protein, ROS, oxidation, reduction, intracellular 
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Chapitre 1. Introduction 
1.1 Les maladies cardiovasculaires 
Les maladies cardiovasculaires telles que l’hypertension artérielle, l’insuffisance 
cardiaque, l’infarctus du myocarde et les maladies coronariennes causent le décès de plus de 17 
millions d’individus par année (World Health Organization, 2014). Elles représentent plus de 
30% des décès totaux et est donc la principale cause de mortalité dans le monde (Mozaffarian 
et al., 2016). L’organisation mondiale de la santé (OMS) attribue le développement de ces 
maladies cardiovasculaires à plusieurs facteurs de risques dans la population. Les maladies du 
cœur sont notamment fortement associées à de multiples facteurs de risques modifiables et non 
modifiables. Considérant les coûts excessivement élevés que les maladies cardiovasculaires 
engendrent sur le système de santé au Canada (Tarride et al., 2009), elles constituent un 
problème majeur et une priorité pour la santé publique. 
1.1.1 Les facteurs de risque 
D’une part, parmi les facteurs de risques modifiables on note entre autres le tabagisme, 
l’alcoolisme, l’inactivité physique ainsi qu’une diète inappropriée (Mendis et al., 2011). L’usage 
de tabac par environ un milliard d’individus dans le monde représente le facteur de risque le 
plus évitable causant environ 10% des maladies cardiovasculaires (World Health Organization, 
2009). De plus, l’inactivité physique, qui a une forte prévalence dans les pays à haut revenu où 
les habitants ont un mode de vie plus sédentaire, représente un facteur déterminant dans le 




qu’une diète inappropriée sont les deux principales causes menant à l’obésité et peuvent 
entrainer de graves conséquences au niveau métabolique, comme le développement du diabète 
de type 2 ou de l’athérosclérose. En outre, l’usage excessif d’alcool constitue un risque dans le 
développement d’arythmies cardiaque et de l’hypertension tout en ayant de graves effets sur le 
foie (Mendis et al., 2011). 
D’autre part, les facteurs non-modifiables tels que l’âge, le sexe ou des facteurs 
génétiques contribuent également au risque cardiovasculaire. Par exemple, une personne ayant 
des parents souffrant d’une maladie cardiovasculaire présente un risque cardiovasculaire plus 
élevé (Kathiresan & Srivastava, 2012). À ces facteurs s’ajoutent des facteurs socio-économiques 
tels que le revenu moyen ainsi que l’éducation (Gersh et al., 2010). Alors que les maladies 
coronariennes constituent un problème dans la majorité des pays en développement (Gaziano et 
al., 2010), la sédentarité qui s’est installée dans les pays plus industrialisés augmente 
significativement les risques d’obésité et de diabète (Mendis et al., 2011). De façon intéressante, 
une récente étude a montré un lien significatif entre le nombre élevé d’heures travaillées et 
l’incidence des maladies coronariennes et d’accident vasculaire cérébral (Kivimaki et al., 2015), 






1.1.2 L’hypertrophie cardiaque et l’insuffisance cardiaque 
L’insuffisance cardiaque constitue une maladie cardiovasculaire très répandue. Elle est 
définie comme étant l’incapacité du cœur à pomper un volume de sang nécessaire à la demande 
systémique (Jessup & Brozena, 2003). Touchant plus de 500 000 canadiens (Hunt et al., 2005), 
l’insuffisance cardiaque se reconnaît par de multiples symptômes tels que l’essoufflement, 
l’orthopnée, la dyspnée paroxystique ainsi que la fatigue (Jessup & Brozena, 2003).  Elle est 
d’abord induite par des stimuli pathologiques tels que l’ischémie ou l’infarctus du myocarde, 
qui induisent d’abord une phase d’hypertrophie compensatoire du muscle destinée à augmenter 
la capacité de pompage du cœur (Heineke & Molkentin, 2006) (Figure 1.1). L’hypertrophie 
cardiaque, caractérisée par une augmentation de la taille des cardiomyocytes, constitue d’abord 
une réponse adaptative en réponse à un stress induit par une modification de pression ou de 
volume (Frey et al., 2004). Ceci dit, à long-terme, un stress prolongé induit par ces stimuli risque 
de provoquer une hypertrophie pathologique (Berenji et al., 2005), un facteur de risque propice 
au développement de l’insuffisance cardiaque (Haider et al., 1998).  
En outre, l’hypertrophie cardiaque peut également constituer une réponse physiologique 
lors de l’exercice et de la grossesse (Shimizu & Minamino, 2016). À l’inverse d’une 
hypertrophie pathologique, une hypertrophie physiologique présente une augmentation 
proportionnelle de la taille de la chambre du cœur et des fibres. Alors qu’une hypertrophie 
physiologique présente une augmentation de la longueur des myocytes plus importante que la 
largeur, une hypertrophie pathologique présente une augmentation de la largeur plus importante 
que la longueur. Elle peut à long-terme devenir excentrique et présenter une dilatation cardiaque 





Figure 1.1. Différents types d’hypertrophie cardiaque. Des stimuli comme l’hypertension ou 
la sténose induisent à long-terme une hypertrophie pathologique du cœur caractérisée par une 
augmentation de la longueur des myocytes supérieure à l’augmentation de leur largeur et par de 
la fibrose. Cette hypertrophie induit éventuellement un remodelage caractérisé par une dilatation 
cardiaque, une condition qui favorise le développement de la fibrose et la mort cellulaire et dans 
laquelle le cœur présente une fonction grandement réduite. Contrairement à l’hypertrophie 
pathologique, l’hypertrophie physiologique, causée entre autres par l’exercice chronique ou la 
grossesse, présente une augmentation proportionnelle de la chambre du cœur et des fibres, et ne 
présente pas de fibrose ou de dysfonction cardiaque. VD, ventricule droit; VG, ventricule 




1.2 La signalisation intracellulaire  
De multiples voies de signalisation jouent un rôle critique dans le développement de 
l’hypertrophie cardiaque via l’activation d’effecteurs favorisant la croissance des 
cardiomyocytes. En effet, le stress mécanique ainsi que plusieurs ligands tels que des facteurs 
de croissance activent des récepteurs situés à la membrane des cardiomyocytes, induisant 
l’activation de voies de signalisation intracellulaires (Heineke & Molkentin, 2006). Un message 
extracellulaire entraine donc l’activation d’une série de protéines (i.e. enzymes et substrats), 
menant ultimement au remodelage de l’expression des gènes impliqués dans la croissance des 
cellules cardiaques. Les protéines kinases et les protéines phosphatases régulent l’état de 
phosphorylation de ces substrats intracellulaires ; elles sont donc responsables de contrôler leur 
activité. 
1.2.1 Les protéines kinases 
Les protéines kinases sont des enzymes qui catalysent la phosphorylation de substrats à 
partir d’adénosine triphosphate (ATP). L’ajout d’un groupement phosphate aux protéines 
constitue une modification importante puisqu’elle induit souvent l’activation ou l’inactivation 
du substrat, influençant ainsi de multiples mécanismes cellulaires (Zhihong Wang & Cole, 
2014). Il existe plus de 500 kinases chez l’humain et elles jouent un rôle critique dans la 
régulation des signaux de transduction cellulaires. Ainsi, des mutations modifiant l’expression 
ou la fonction des protéines kinases causent une altération dans l’activation des voies de 
signalisations intracellulaires, et ceci constitue un mécanisme critique dans le développement 




Les protéines kinases sont classées en fonction de leur spécificité, soit les kinases 
sérine/thréonine-spécifiques, phosphorylant les résidus sérines et thréonines, les protéines 
tyrosine kinases (PTK), phosphorylant les résidus tyrosines, ainsi que les protéines kinases à 
double spécificité, phosphorylant les résidus tyrosines, sérines et thréonines. D’une part, les 
kinases sérine/thréonine-spécifiques incluent plusieurs kinases, telles que les mitogen-activated 
protein kinases (MAPKs), les cyclin-dependent kinases (CDKs), les protéines kinases C 
(PKCs), ou encore la calmoduline kinase II (CaMKII), et régulent de nombreuses fonctions à 
l’intérieur de la cellule (Kostich et al., 2002). Par exemple, les MAPKs participent à l’activation 
de multiples voies de signalisation contrôlant la prolifération, la différentiation, la survie 
cellulaire ainsi que l’expression génique. Un déséquilibre dans l’activation dans ces voies de 
signalisation est d’ailleurs associé au développement de plusieurs cancers (M. A. Lemmon & J. 
Schlessinger, 2010). Par ailleurs, CaMKII participent à l’homéostasie du calcium intracellulaire 
et cibles plusieurs protéines importantes dans la régulation de la signalisation du calcium et dans 
le couplage excitation-contraction du cœur (Couchonnal & Anderson, 2008). 
D’autre part, les PTKs, qui incluent des récepteurs à activité tyrosine kinase (RTKs) et 
les nrTKs (non-receptor tyrosine kinases), sont essentiels à l’activation de voies de signalisation 
intracellulaires et régulent la prolifération, la différentiation et la migration cellulaire (Hubbard 
& Till, 2000). La famille des RTKs est constituée de récepteurs qui transmettent le signal de 
nombreux facteurs de croissance tels que l’EGF, le FGF (fibroblast growth factor), le 
PDGF(platelet-derived growth factor), le VEGF (vascular endothelial growth factor) ainsi que 
le NGF (nerve growth factor) (Mark A. Lemmon & Joseph Schlessinger, 2010). En outre, les 
nrTKs forment une grande famille qui incluent de nombreuses kinases telles que les janus 




Elles permettent la transmission de la signalisation initiée par les RTKs et d’autres récepteurs 
tels que les RCPGs. La plupart des PTKs sont couplés à une protéine tyrosine phosphatase 
(PTP), qui catalyse la déphosphorylation d’une protéine cible, ce qui permet de maintenir un 
équilibre de phosphorylation des substrats et l’activation des voies de signalisation 
intracellulaires (section 1.3) (Mark A. Lemmon & Joseph Schlessinger, 2010). 
Enfin, les kinases à double spécificité, qui ciblent les tyrosines, sérines et thréonines, 
constituent un petit groupe de kinases incluant MEK1/2 (MAPK/ERK kinase 1/2) qui 
phosphorylent spécifiquement les MAPKs (Roskoski, 2012). En outre, les kinases DYRKs (dual 
specificity tyrosine phosphorylation regulated kinase), qui sont capables de s’autophosphoryler 
en tyrosine puis d’activer des substrats en phosphorylant leurs sérines et thréonines, jouent un 
rôle important dans la signalisation et la prolifération cellulaire (Walte et al., 2013). 
1.2.2 Les RTKs et les MAPKs 
Les récepteurs à activité tyrosine kinase sont des récepteurs transmembranaires 
possédant un domaine extracellulaire liant leur ligand respectif, ainsi qu’un domaine 
intracellulaire à activité tyrosine kinase permettant la transduction de signaux intracellulaires. 
Suite à leur activation, les RTKs se dimérisent et procèdent à une autophosphorylation des 
résidus tyrosine de leur domaine intracellulaire, ce qui crée de nouveaux sites d’interactions et 
permet le recrutement de diverses protéines sur le récepteur et l’activation de voies de 
signalisation intracellulaires (Mark A. Lemmon & Joseph Schlessinger, 2010). 
Le facteur de croissance épidermique (EGF, epidermal growth factor) est un exemple de 
ligand qui lie son récepteur (Récepteur à l’EGF, EGFR) faisant partie de la famille des RTKs 




à une forme dimérique active, puis procède à l’autophosphorylation de son domaine 
intracellulaire(Oda et al., 2005). Ceci permet le recrutement de GRB2 (growth factor receptor-
bound protein 2), une protéine adaptatrice permettant l’activation de la protéine G Ras (Kozer 
et al., 2014). Les protéines G sont des protéines qui lient et hydrolysent le GTP (guanosine 
triphosphate) en GDP (guanosine diphosphate), afin de transmettre un signal à l’intérieur de la 
cellule. Alors que les protéines G hétérotrimériques formées de trois sous-unités ( ) sont 
activées par les récepteurs couplés aux protéines G, les petites GTPase monomérique telles que 
Ras sont homologues à la sous-unité  des protéines G hétérotrimériques et s’activent de façon 
indépendante (Oldham & Hamm, 2008).  
Ainsi, une fois liée au GTP, la protéine Ras induit l’activation d’un de ses effecteurs 
cellulaires, l’enzyme Raf-1, ainsi que l’activation en chaîne de multiples protéines kinases, les 
MAPKs. En effet, Raf-1 est une MAPK kinase kinase (MAPKKK) qui catalyse la 
phosphorylation d’une MAPK kinase (MAPKK) qui a à son tour pour rôle de phosphoryler une 
MAPK, la protéine kinase ERK1/2 (extracellular signal–regulated kinase 1 et 2). La 
phosphorylation en chaîne des MAPKs induit ultimement l’activation de facteurs de 
transcription intranucléaires notamment impliqués dans le remodelage des gènes cardiaques 
(Heineke & Molkentin, 2006). MEK1/2 sont de bons exemples de MAPKKs favorisant 
l’activation d’ERK1/2, des MAPKs qui ont été montrées pour favoriser la croissance 
hypertrophique chez la souris (Bueno et al., 2000). Ainsi, les RTKs sont connus pour jouer un 
rôle dans la croissance, la différentiation et la prolifération cellulaire dans le cœur (Wheeler-
Jones, 2005). En ce sens, connaissant le potentiel oncogénique de la protéine Ras, les RTKs 





Figure 1.2. La signalisation de l’EGFR. Suite à la liaison de l’EGF à l’EGFR, celui-ci passe 
d’une forme monomérique inactive à une forme dimérique active. Par autophosphorylation, il 
phosphoryle son domaine intracellulaire, puis induit, entre autres, l’activation de la protéine G 
Ras. Ceci mène à l’activation de la voie des MAPKs, soit Raf-1, une MAPKKK, MEK 1/2, des 
MAPKKs, puis ERK 1/2, des MAPKs. Ultimement, l’activation en chaîne de ces substrats 
intracellulaires favorise la transcription, la prolifération et la différentiation cellulaire grâce à 




1.2.3 La voie PI3K-PKB 
 L’activation de RTKs par des facteurs de croissance tels que l’EGF ou l’insulin-like 
growth factor-1 (IGF-1) induit l’activation de la PI3K (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 
3-kinase) (Ojeda et al., 2011; Oudit et al., 2004). Par la suite, PI3K phosphoryle le PIP2 
(phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate), générant du PIP3 (phosphatidylinositol-3,4,5-
trisphosphate). Cette réaction peut être inhibée par PTEN (phosphatase and tensin homolog), 
une phosphatase qui déphosphoryle le PIP3 en PIP2. À la membrane plasmique, le PIP3 recrute 
la protéine kinase B (PKB/AKT) et PDK1 (phosphoinositide-dependent kinase-1), permettant à 
cette dernière de phosphoryler et activer PKB (B. D. Manning & Cantley, 2007). 
 Afin d’être complètement activé, PKB doit être phosphorylé sur la sérine 473 et sur la 
thréonine 308 (Alessi et al., 1996). Alors que PDK1 permet la phosphorylation de la thréonine 
308 (Vivanco & Sawyers, 2002), la phosphorylation de la sérine 473 peut être catalysée par de 
multiples enzymes, telles que la DNA-dependent protein kinase (DNA-PK) et la mammalian 
target of rapamycin complex 2 (mTORC2) (Sarbassov et al., 2005). En outre une étude récente 
suggère également que la phosphorylation de PKB sur la sérine 477 et la thréonine 479 par la 
cyclin-dependent kinase 2 (CDK2) ou par mTORC2  serait essentielle à son activation, 
puisqu’elle faciliterait et compenserait la phosphorylation de la sérine 473 (P. Liu et al., 2014). 
 Une fois activé, PKB initie la phosphorylation et l’activation de multiples substrats 
intracellulaires ayant un rôle dans le métabolisme, la prolifération et la survie cellulaire (Song, 
Ouyang, & Bao, 2005). De plus, plusieurs études ont démontré que la signalisation de PKB 
influence le développement de plusieurs pathologies (Hers, Vincent, & Tavare, 2011). Par 




(Altomare & Testa, 2005). Au niveau cardiovasculaire, l’activation de PKB en conditions 
physiologiques permet le développement de l’hypertrophie physiologique compensatoire, lui 
conférant un rôle protecteur, alors qu’une surexpression à long terme devient délétère (Heineke 
& Molkentin, 2006). En outre, puisque PKB active plusieurs facteurs de transcriptions impliqués 
dans la croissance du cœur, tels que GATA4, c-Myc et NFAT, cette protéine constitue une cible 
thérapeutique intéressante dans le traitement de l’hypertrophie cardiaque (Hers et al., 2011). 
1.2.4 Les récepteurs couplés aux protéines G 
Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) sont des récepteurs possédant 7 passages 
transmembranaires dont le rôle principal est de transmettre un signal intracellulaire suite à sa 
liaison à un ligand extracellulaire (Kobilka, 2007). L’angiotensine II (ANG II) et l’endothéline-
1 (ET-1) sont deux exemples de ligands qui activent respectivement le récepteur à l’angiotensine 
II de type 1 (AT1R) et les récepteurs à l’endothéline de types A (ETAR) et B (ETBR), des 
RCPGs couplés à des protéines Gq impliqués dans l’activation de la phospholipase C beta (PLC-
). L’activation de la PLC-  induit ensuite la formation de diacylglycérol (DAG) et d’inositol-
1,4,5-triphosphate (IP3). La formation d’IP3 induit l’activation de voies liées au calcium (Ca2+) 
via l’activation de la calcineurine et du nuclear factor of activated T-cells (NFAT) (Heineke & 
Molkentin, 2006; Salazar, Chen, & Rockman, 2007). Il a d’ailleurs été démontré que NFAT 
permet le remodelage des certains gènes impliqués dans l’hypertrophie cardiaque lorsqu’il est 




1.2.5 Transactivation de l’EGFR par les récepteurs couplés aux protéines G 
Les RTKs et les RCPGs constituent deux familles de récepteurs qui transmettent de 
nombreux signaux à l’intérieur de la cellule. De nombreuses études décrivent un mécanisme par 
lequel les RCPGs activent les RTKs par transactivation. Ce mécanisme a d’abord été proposé 
par Daub et al. qui ont montré une augmentation de la phosphorylation et de l’activation de 
l’EGFR suite à une stimulation de cellules avec l’ET-1, un agoniste connu de RCPGs (Daub et 
al., 1996). Ceci était vrai dans plusieurs types de cellules et de protéines G (Daub et al., 1997).  
Un premier mécanisme proposé suggère que des métalloprotéases (MMPs) 
membranaires, qui sont activées par des RCPGs, clivent des ligands comme le HB-EGF 
(heparin-binding EGF-like growth factor) qui, une fois coupé, interagit avec son récepteur, 
l’EGFR, et induit son activation (Z. Wang, 2016). Un autre mécanisme soutien plutôt une 
activation de l’EGFR sans impliquer de ligand. En effet, les RCPGs activeraient des PTKs 
cellulaires telles que c-Src qui peuvent ensuite phosphoryler l’EGFR sur ses domaines 
intracellulaires et l’activer (Cattaneo et al., 2014). Plusieurs mécanismes permettent aux RCPGs 
d’activer les PTKs. Par exemple, les RCPGs peuvent induire l’activation des NOXs 
membranaires et augmenter la production de ROS qui inactivent les PTPs et favorisent donc la 
signalisation des PTKs (Cattaneo et al., 2011). La transactivation des RTKs par les RCPGs a été 
principalement étudiée chez l’EGFR, mais elle a aussi été montrée pour les récepteurs du PDGF, 
(Heeneman et al., 2000), de l’IGF (Oligny-Longpre et al., 2012), du VEGF (Tanimoto, Jin, & 




1.2.6 Le stress mécanique 
Le stress cellulaire causé par l’étirement mécanique des myocytes  transmet un 
changement morphologique via des senseurs membranaires, constitués principalement 
d’intégrines, ce qui cause la relâche et l'activation de nombreux ligands et facteurs de croissance, 
tels que l’ANG II, l’ET-1 et le TGF-  (Transforming growth factor beta) qui peuvent à leur tour 
activer de multiples voies de signalisation intracellulaires (Israeli-Rosenberg et al., 2014). La 
liaison de ceux-ci à des récepteurs situés à la surface de la membrane des cardiomyocytes active 
des voies de signalisations impliquées dans le développement de l’hypertrophie cardiaque. La 
mélusine est un exemple d’intégrine impliquée lors du stress mécanique dans le myocyte 
cardiaque (Brancaccio et al., 2003). Le stress mécanique est un signal important du 
développement de l’hypertrophie cardiaque. Par exemple, en réponse à l’hypertension artérielle, 
les cellules cardiaques du ventricule gauche sont soumises à un étirement mécanique qui induira 
l’activation des intégrines membranaires, de l’AT1R, de l’EGFR et de Ras, menant ultimement 





1.2.7 Les protéines 14-3-3 
Les protéines de la famille des 14-3-3 ( et  sont des protéines ubiquitaires 
importantes dans la régulation de multiples processus cellulaires (Wilker & Yaffe, 2004). Ces 
protéines échafaud agissent sous forme de dimère, leur permettant  de jouer un rôle adaptateur 
en interagissant avec de multiples protéines cibles phosphorylées en sérine ou en thréonine et 
qui contiennent le motif consensus de reconnaissance RSXpS/TXP ou RXXXpS/TXP (Obsil & 
Obsilova, 2011). Des analyses par chromatographie d’affinité ont permis d’identifier plus de 
200 ligands des 14-3-3 impliqués dans différents processus intracellulaires importants comme 
la signalisation cellulaire, l’apoptose, la synthèse protéique, le métabolisme réducteur ainsi que 
la régulation de facteurs de transcriptions (Pozuelo Rubio et al., 2004).  
Par leur habilité à lier les résidus phosphosérines et phosphothréonines, les 14-3-3 
constituent des modulateurs importants de la signalisation intracellulaire. En effet, Raf-1 est une 
cible très connue des 14-3-3 qui peuvent activer ou inhiber sa fonction en interagissant avec 4 
de ses sites phosphorylés (Mackintosh, 2004). De plus, les 14-3-3 peuvent bloquer l’activation 
des kinases JNK (c-Jun N-terminal kinases) et p38, suggérant d’autant plus un rôle important 
de ces protéines adaptatrices dans la régulation des MAPKs (Xing et al., 2000). De façon 
intéressante, une déplétion des 14-3-3 semble favoriser le stress oxydatif du cœur et 
l’inflammation dans des souris diabétiques (Thandavarayan et al., 2011) tout en stimulant la 
réponse hypertrophique et la fibrose (Gurusamy et al., 2005), et provoque la dysfonction 
cardiaque chez la souris suite à un infarctus, suggérant un rôle protecteur important des 14-3-3 
au cœur (Sreedhar et al., 2016).  
En outre, l’isoforme 14-3-3  interagit avec de multiples protéines impliquées dans le 




l’oncogène p53, ce qui suggère qu’elle pourrait constituer une bonne cible thérapeutique dans 
le traitement de certains cancers (Wilker & Yaffe, 2004).  
1.3 Les phosphatases 
Les phosphatases sont des enzymes qui catalysent la déphosphorylation de protéines et 
donc qui enlèvent leur groupement phosphate, à l’inverse des protéines kinases qui 
phosphorylent ces substrats. La phosphorylation est une modification post-traductionnelle qui 
est maintenue en équilibre par ces deux types d’enzymes, et qui régule plusieurs mécanismes 
cellulaires. On classe les phosphatases en 3 familles distinctes, soit les sérine/thréonine 
phosphatases (PP), les phosphatases haloacides déhalogénases (HAD) et les protéines tyrosine 








Figure 1.3. Les familles des protéines phosphatases. On classe les phosphatases en 3 grandes 
familles. La famille des PP (Ser/Thr) catalyse spécifiquement la déphosphorylation des résidus 
sérine et thréonine, et inclue des phosphoprotéines phosphatases P (PPP) et M (PPM). Les 
phosphatases HAD catalysent la déphosphorylation de leurs substrats grâce à un résidu 
aspartate. Les PTPs constituent la plus grande famille des phosphatases et comportent plus de 
105 phosphatases. Celles-ci incluent les PTPs classiques spécifiques aux résidus tyrosines, ainsi 
que les phosphatases à double-spécificité (DUSPs), qui déphosphorylent les sérines, thréonines 
et tyrosines. Les PTPs classiques incluent des membres récepteurs et non-récepteurs. Reproduit 
de Tonks, 2013 avec la permission de FEBS PRESS. 
1.3.1 Les sérine/thréonine phosphatases 
 Les PPs forment une famille de phosphatases qui déphosphorylent spécifiquement les 
sérines et thréonines. Contrairement aux autres familles de phosphatases, elles sont constituées 
de plusieurs sous-unités catalytiques et régulatrices (Shi, 2009). La famille des PPs comporte de 
multiples phosphatases chez l’humain (PP1-PP7) et joue un rôle important dans la régulation de 
plusieurs mécanismes cellulaires tels que la régulation de l’expression génique, l’apoptose, la 
réplication de l’ADN et le métabolisme du glycogène (Pereira, Vasconcelos, & Antunes, 2011). 
Notamment, la protéine phosphatase 1 (PP1) est une phosphoprotéine P (PPP) bien connue pour 
son rôle dans la régulation du métabolisme du glycogène. En effet, elle active la glycogène 
synthase et inactive la phosphorylase kinase lorsqu’elle les déphosphoryle, diminuant ainsi la 
dégradation du glycogène et favorisant sa synthèse (Aggen, Nairn, & Chamberlin, 2000).  
La protéine phosphatase 2 (PP2A) est un autre exemple de PPP qui participe dans la 




signaux de transduction en déphosphorylant plusieurs substrats tels que Raf-1, MEK1/2 et PKB 
(Xu et al., 2006). De façon intéressante, elle peut réguler négativement ou positivement la voie 
des MAPKs. En empêchant l’activation de Ras (Ugi et al., 2002) et en inactivant ERK par 
déphosphorylation (Letourneux, Rocher, & Porteu, 2006), PP2A inhibe la voie des MAPKs. 
Raf-1 constitue également un de ses substrats et lorsqu’elle le déphosphoryle, elle effectue plutôt 
une régulation positive (Jaumot & Hancock, 2001). 
 PP2A régule de nombreux autres mécanismes puisqu’elle possède plus de 300 substrats. 
Elle régule toutes les étapes du cycle cellulaire en plus de jouer un rôle dans la suppression 
tumorale. En outre, la microcystine et l’acide okadaïque sont deux inhibiteurs connus de PP1 et 
PP2A couramment utilisés en laboratoire (Wlodarchak & Xing, 2016). 
1.3.2 Les phosphatases HAD 
Les membres de la famille des phosphatases haloacides déhalogénases (HAD) catalysent 
la déphosphorylation de leurs substrats via un résidu aspartate situé dans leur site catalytique 
qui permet une attaque nucléophile sur leurs cibles, contrairement aux PTPs qui exercent leur 
activité grâce à une cystéine. Cette famille comporte environ 40 phosphatases qui 
déphosphorylent une variété de substrats incluant des protéines, des glucides, des lipides, des 
métabolites et l’ADN, et elles sont impliquées dans multiples pathologies chez l’humain comme 
les cancers et les maladies cardiovasculaires (Seifried, Schultz, & Gohla, 2013). Par exemple, 
les phosphatases EYA (eyes absent) sont importantes dans la formation des organes et une 
mutation de ces protéines peut induire des maladies congénitales (Jemc & Rebay, 2007). Par 
ailleurs, la phosphoglycolate phosphatase catalyse la déphosphorylation du 2-phosphoglycolate 




1.3.3 Les PTPs 
 Le prix Nobel de physiologie et médecine de 1992 a été décerné à Edwin Gerhard Krebs 
et son collaborateur Edmond Henri Fischer pour la découverte et la caractérisation dans les 
années 50 de la phosphorylation réversible des protéines ainsi que de son importance dans la 
régulation des mécanismes cellulaires (Fischer, 1993; Krebs, 1993; Raju, 2000). L’impact de la 
phosphorylation sur la régulation des mécanismes physiologiques a évidemment attiré 
l’attention de la communauté scientifique sur l’étude de la phosphorylation par les protéines 
kinases. Depuis, de multiples études ont montré un rôle crucial des protéines kinases dans la 
signalisation cellulaire (G. Manning et al., 2002). C’est en 1988 que la première PTP, la protéine 
tyrosine phosphatase 1B (PTP1B) (voir section 1.3.3.1.1) a été purifiée et caractérisée à partir 
de tissus de placenta humain par les Drs. Nicholas Tonks et Edmond Fischer (Tonks, Diltz, & 
Fischer, 1988). Bien que PTP1B soit la PTP la mieux caractérisée à ce jour, de nombreuses 
autres phosphatases de la superfamille des PTPs ont été étudiées et caractérisées depuis (Tonks, 
2013). 
En effet, les PTPs constituent la plus grande famille de gènes encodant des phosphatases, 
et comprend plus de 100 phosphatases différentes (Tonks, 2006). Bien qu’elles aient été 
initialement perçues comme étant des enzymes non-spécifiques, elles sont désormais bien 
établies comme étant des enzymes spécifiques agissant comme régulateurs essentiels des 
mécanismes cellulaires. En équilibre avec les PTKs, elles régulent l’activation de multiples 
voies de signalisation intracellulaires et participent donc dans la régulation de nombreuses 




Comme les autres phosphatases, les PTPs possèdent une structure et un mécanisme 
d’action unique. En effet, toutes les PTPs classiques sont caractérisées par un motif consensus 
HCX5R ([I/V]HCXXGXXR[S/T]) situé au centre de leur site catalytique. Ce motif contient un 
résidu cystéine qui possède un groupement thiolate (S-) agissant tel un nucléophile, ce qui 
permet de catalyser la déphosphorylation de résidus phosphorylés par l’enzyme (Tonks, 2006).  
On divise la superfamille des PTPs en deux sous-familles. Alors que les PTPs classiques 
sont constituées de 37 phosphatases pouvant déphosphoryler spécifiquement les résidus 
tyrosines, les PTPs à double spécificité (DUSP, dual-specificity phosphatases) comprennent 68 
phosphatases et déphosphorylent les sérines et thréonines en plus des tyrosines, et certains 
lipides et ARNs (Alonso et al., 2004). Étant donné leur capacité à réguler de multiples 
mécanismes intracellulaires, une altération de la fonction des PTPs contribue au développement 
de plusieurs pathologies chez l’humain (Li & Dixon, 2000). 
1.3.3.1 Les PTPs classiques 
D’abord, les PTPs classiques sont catégorisées en deux types, soit les récepteurs 
protéines tyrosine phosphatases (RPTPs) ainsi que les PTPs non-transmembranaires (nrPTPs, 
non-receptor protein tyrosine phosphatases) (Alonso et al., 2004). Puisque les RPTPs sont 
situés à la surface de la membrane, ils permettent de réguler la signalisation intracellulaire via 
des interactions à la surface de la cellule (Stoker, 2005). Plus spécifiquement, ils sont impliqués 
dans la régulation des interactions cellule-cellule ou entre la cellule et la matrice extracellulaire. 
Par exemple, la -caténine est une protéine qui régule l’adhésion entre les cellules et il a été 
démontré que plusieurs RPTPs tels que PTPRF (receptor-type tyrosine-protein phosphatase F) 




(Meng et al., 2000) déphosphorylent la -caténine, ce qui altère son interaction avec la cadhérine 
essentielle à l’adhésion. 
Ensuite, les nrPTPs incluent environ une quinzaine de PTPs dont PTP1B, TCPTP (T-
cell enriched protein tyrosine phosphatase), SHP-2 (Src homology region 2-containing protein 
tyrosine phosphatase 2) et PTPH1 (proteine tyrosine phosphatase non-receptor type 3). Ces 
phosphatases possèdent un seul domaine catalytique accompagné de régions régulatrices 
adjacentes qui favorisent les interactions protéines-protéines importantes pour entre autres 
moduler l’activité de l’enzyme et déterminer sa localisation à l’intérieur de la cellule (Li & 
Dixon, 2000).  
D’une part, TCPTP est une des premières PTPs à avoir été caractérisée et partage environ 
72% de la séquence de son domaine catalytique avec celui de PTP1B. Elle peut déphosphoryler 
plusieurs substrats, dont l’EGFR, et inhibe l’activation de la voie de la PI3K et des janus kinases 
(JAKs) (Ibarra-Sanchez et al., 2000). D’autre part, SHP-2 constitue une phosphatase qui tend à 
activer les voies de signalisation intracellulaires plutôt que de les inactiver comme c’est le cas 
dans la grande majorité des PTPs. Cette phosphatase est impliquée dans l’activation de plusieurs 
voies de transduction comme celle des MAPKs suite à une stimulation de l’EGFR, PDGFR 
(platelet-derived growth factor receptor) ou du FGFR (fibroblast growth factor receptor) 
(Dance et al., 2008). Puisqu’elle participe directement à l’activation de ces voies, une 
hyperactivation de SHP-2 suite à une mutation peut faciliter la progression de certains cancers 





1.3.3.1.1 La protéine tyrosine phosphatase 1B 
 PTP1B est la première PTP qui a été purifiée et caractérisée. Elle représente donc un 
exemple de PTP prototypique et continue d’être étudiée afin de mieux comprendre la structure 
et la fonction d’autres PTPs ainsi que pour mieux comprendre son rôle dans le développement 
de pathologies humaines. Elle est exprimée dans plusieurs tissus et est située sur la face 
cytoplasmique du réticulum endoplasmique (Frangioni et al., 1992). 
1.3.3.1.1.1 Structure de PTP1B 
Cette enzyme a été la première PTP cristallisée, ce qui a permis de mieux comprendre 
comment fonctionnent les autres PTPs (Barford, Flint, & Tonks, 1994). Essentiellement, le 
domaine catalytique de PTP1B est composé de 8 hélices alpha et de 12 feuillets beta. Comme 
toutes les autres PTPs, PTP1B possède un motif conservé HCX5R et celui-ci est situé à la base 
d’une voute formée de trois motifs (Figure 1.4). Le premier motif est formé par la boucle WPD 
qui consiste en une boucle conservée chez les PTPs dans laquelle un résidu aspartate (l’aspartate 
181 chez PTP1B) est impliqué dans la catalyse (J. Yang et al., 2001). Le deuxième motif est 
formé par la boucle Q, comprenant la glutamine 262 qui constitue également un résidu essentiel 
à la catalyse. Le troisième motif est la boucle phosphotyrosine (pTyr) contenant la tyrosine 46. 
Cette dernière définit la spécificité de PTP1B envers les résidus phospho-tyrosines, puisqu’elle 
est située complètement à la base de son domaine catalytique qui, de par sa profondeur, n’est 
accessible que par les résidus phospho-tyrosines qui possèdent une chaine latérale plus longue 





Figure 1.4. Structure du domaine catalytique de PTP1B. Le motif signature HCX5R de 
PTP1B est situé à la base d’une voute composée de trois motifs, soit la boucle Q, la boucle WPD 
ainsi que la boucle phosphotyrosine (pTyr). Un substrat phosphorylé interagit avec PTP1B. 
Adapté de Tonks, 2003 avec l’autorisation de John Wiley and Sons. 
1.3.3.1.1.2 Mécanisme d’action de PTP1B 
La déphosphorylation par PTP1B s’effectue en deux étapes (Figure 1.5). D’abord, la 
cystéine 215 du motif signature de PTP1B effectue une attaque nucléophile sur le groupement 





181 de PTP1B effectue une protonation de la tyrosine du substrat. Un intermédiaire cystéinyl-
phosphate est alors formé, puis le groupement phosphate est relâché suite à une hydrolyse par 
une molécule d’eau qui est coordonnée par la glutamine 262 et l’aspartate 181 de PTP1B. 
 
Figure 1.5. Mécanisme d’action de PTP1B. PTP1B catalyse la déphosphorylation de son 
substrat via un mécanisme en deux étapes. Lors de la première étape, la cystéine 215 de PTP1B 
effectue une attaque nucléophile sur le groupement phosphate de son substrat phosphorylé, 
menant à la formation d’un intermédiaire cystéinyl-phosphate. Le groupement phosphate est 
alors hydrolysé lors de la deuxième étape. Reproduit de Tonks, 2003 avec l’autorisation de John 




1.3.3.1.1.3 Les substrats de PTP1B 
 Plus de 30 cibles phosphorylées et 13 partenaires d’interaction de PTP1B ont été 
identifiés, mais plusieurs autres substrats potentiels ont été proposés (Feldhammer et al., 2013). 
En effet, en utilisant une plaque contenant plus de 6000 peptides phosphorylés mis en contact 
avec la phosphatase, un groupe a identifié plusieurs substrats potentiels qui pourraient être 
régulés par PTP1B (Ferrari et al., 2011). Néanmoins, les principaux substrats de PTP1B incluent 
de multiples protéines telles que des récepteurs activés par des facteurs de croissance, ainsi que 
des protéines cytoplasmiques (Bakke & Haj, 2015).  
La cible la plus connue de PTP1B est le récepteur à l’insuline (IR), un RTK activé par 
l’insuline, l’IGF-1 et l’IGF-2. Suite à son activation, l’IR déclenche la phosphorylation de 
plusieurs substrats, menant au recrutement de protéines et à l’activation des voies de 
signalisation des MAPKs et de la PI3K. Ce signal permet à l’insuline d’effectuer ses actions 
métaboliques suite à une variation de la concentration de glucose dans le sang (Guo, 2014). De 
façon intéressante, PTP1B inactive l’IR en catalysant la déphosphorylation de deux résidus (Tyr 
1162 et Tyr 1163) (Salmeen et al., 2000). Des études ont d’ailleurs montré une augmentation de 
la résistance à l’insuline et à l’obésité chez des souris homozygotes dont le gène codant pour 
PTP1B est inactivé (PTP1B -/-) (Elchebly et al., 1999; Klaman et al., 2000). 
En plus de réguler l’IR, PTP1B inactive le substrat du récepteur à l’insuline 1 (IRS-1), 
une protéine adaptatrice transmettant le signal de l’IR suite à sa phosphorylation (Goldstein et 
al., 2000), et régule la signalisation de la leptine en interagissant avec JAK2 (Zabolotny et al., 
2002). De plus, le récepteur à l’IGF-1 constitue lui aussi un substrat de PTP1B, qui régule 
négativement son activité (Kenner et al., 1996). Ensemble, ces données indiquent que PTP1B 




 Ensuite, PTP1B déphosphoryle d’autres récepteurs comme l’EGFR et le PDGFR, 
inhibant ainsi la phosphorylation subséquente de substrats intracellulaires en aval de ceux-ci. 
En ce sens, on observe une augmentation de la phosphorylation de l’EGFR, du PDFR ainsi que 
de leurs substrats dans des cellules PTP1B -/- (Haj et al., 2003; Milarski et al., 1993).  
Enfin, en plus d’avoir des récepteurs comme substrats, PTP1B agit également sur 
plusieurs protéines cytoplasmiques. En effet, elle déphosphoryle et active le proto-oncogène c-
Src, une PTK impliquée dans la progression de certains cancers (Parsons & Parsons, 2004). Il a 
d’ailleurs été montré que l’action de l’enzyme sur c-Src influence le développement du cancer 
du sein (Bjorge, Pang, & Fujita, 2000) et du colon (Zhu, Bjorge, & Fujita, 2007). PTP1B a 
également été montré pour réguler l’activité d’Argonaute 2 et des micro-ARNs permettant de 
réguler le silençage des gènes (M. Yang et al., 2014). D’autres exemples de substrats de PTP1B 
incluent entre autres TYK2 (Tyrosine kinase 2), un médiateur de la signalisation des cytokines 
(Myers et al., 2001), et la -caténine (Balsamo et al., 1998). 
1.3.3.1.1.4 Le rôle de PTP1B dans les pathologies humaines 
 Chaque PTP possède généralement plusieurs substrats spécifiques, leur conférant un rôle 
important dans la régulation de la phosphorylation, conjointement avec les PTKs. Les multiples 
cibles de PTP1B en font une cible thérapeutique intéressante dans le traitement de pathologies 
qui se développent en raison d’une dérégulation de ces voies de transduction. D’abord, 
l’importance de PTP1B dans la régulation de l’IR suggère qu’un inhibiteur de l’enzyme, 
permettrait à l’IR d’être activé plus fortement, ce qui constituerait un traitement potentiel du 
diabète et de l’obésité (Tamrakar, Maurya, & Rai, 2014; Zinker et al., 2002). D’ailleurs, la low 




kDa (Raugei, Ramponi, & Chiarugi, 2002), est connue pour déphosphoryler l’IR (Chiarugi et 
al., 1997). Une récente étude a montré qu’une délétion spécifique au foie du gène codant pour 
LMW-PTP atténue le diabète induit chez la souris, et qu’une petite molécule inhibitrice de 
LMW-PTP améliore la condition de souris diabétiques en augmentant de façon significative la 
tolérance au glucose, la phosphorylation et la signalisation de l’IR (Stanford et al., 2017). 
Considérant le rôle des PTPs dans la signalisation de l’IR (Galic et al., 2005), une telle approche 
thérapeutique ciblant les PTPs pourrait être intéressante dans le traitement du diabète de type 2. 
En outre, puisque PTP1B régule plusieurs voies de signalisation impliquées dans les 
cancers, inhiber ou activer la phosphatase permettrait de ralentir la progression de la maladie. 
Une meilleure compréhension de sa fonction sera cependant nécessaire puisqu’elle peut agir 
comme suppresseur de tumeur ou comme promoteur, dépendamment du contexte cellulaire 
(Lessard, Stuible, & Tremblay, 2010). 
1.3.3.2 Les DUSPs 
 Les DUSPs sont représentées par environ 68 phosphatases et elles possèdent 
généralement un mécanisme d’action similaire aux PTPs, à l’exception que leur site actif 
accommode les sérines et thréonines en plus des tyrosines (Tonks, 2006). Les DUSPs les plus 
connues sont probablement les phosphatases à MAPKs (MKPs), qui déphosphorylent les 
kinases de la voie des MAPKs et constituent donc des régulateurs essentiels des voies des 
MAPKs comme ERK1/2 ou JNK (Boutros, Chevet, & Metrakos, 2008). Une autre classe de 
DUSP inclue le suppresseur de tumeur PTEN qui déphosphoryle le PIP3 et régule négativement 





1.4 Les dérivés réactifs de l’oxygène 
 Les ROS tels que le peroxyde d’hydrogène (H2O2), l’anion superoxyde (O2·-) et le 
radical hydroxyle (OH·) sont produits suite au métabolisme aérobie. Le H2O2 est 
majoritairement formé par la mitochondrie, la principale source de ROS, durant le processus de 
phosphorylation oxydative, alors que l’O2- est produit par les NOXs (nicotinamide adenine 
dinucleotide phosphate oxidase) membranaire suite à un transfert d’électrons du NADPH 
(forme réduite du nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) à un atome d’oxygène 
(Holmstrom & Finkel, 2014). La SOD (superoxyde dismutase) est une enzyme catalysant la 
dismutation de l’O2·-  en H2O2 (Fukai & Ushio-Fukai, 2011), alors que la catalase décompose le 
H2O2 en H2O et agit donc comme antioxydant (Greenwald, 1990). De plus, lorsque les niveaux 
de H2O2 sont trop élevés, le OH· est formé en présence d’ion ferreux par la réaction de Fenton 
(Winterbourn, 1995). Les ROS sont également générés par des sources exogènes telles que le 
tabac, les polluants ou l’hyperoxie. Dépendant du contexte cellulaire, ils peuvent causer des 
dommages à la cellule tout en étant jouant un rôle régulateur (Holmstrom & Finkel, 2014). 
1.4.1 Les ROS comme régulateurs de la transduction intracellulaire 
 Les ROS étaient initialement caractérisés comme étant des molécules délétères pour la 
cellule en raison du dommage oxydatif qu’elles effectuent sur les protéines, les lipides et l’ADN. 
D’ailleurs, le stress oxydatif, causé par des niveaux de ROS trop élevés par rapport aux 
antioxydants, favorise le développement de plusieurs maladies chez l’humain comme 
l’athérosclérose, plusieurs cancers ainsi que le diabète (Schieber & Chandel, 2014). Cependant, 




impliquées dans le métabolisme, la croissance, la survie et la prolifération cellulaire (Ray, 
Huang, & Tsuji, 2012). 
1.4.1.1 La régulation des PTPs par l’oxydation réversible 
L’activation de RTKs comme l’EGFR et le PDGFR mène à la phosphorylation en chaîne 
de multiples kinases et ultimement, à l’activation de facteurs de transcription favorisant la 
prolifération cellulaire (Boutros et al., 2008). Ces voies de signalisation dépendent d’un 
équilibre entre les kinases et les phosphatases qui régulent l’état de phosphorylation de leurs 
substrats (Garrington & Johnson, 1999).  De façon intéressante, la déphosphorylation catalysée 
par les PTPs s’amorce grâce à une cystéine localisée dans un motif HC(X)5R conservé chez 
toutes les PTPs. Localisée dans le site actif, celle-ci possède un groupement thiolate (S-) qui lui 
confère un caractère nucléophile (Tonks, 2006), mais puisqu’elle possède un pKa entre 4 et 5 
(i.e. beaucoup plus faible que dans le cas d’une cystéine normale dont le pKa se situe entre 8 et 
9) (Peters, Frimurer, & Olsen, 1998), elle est très sensible aux ROS cellulaires (Ostman et al., 
2011).  
En effet, les ROS oxydent la cystéine catalytique des PTPs par la conversion de son 
groupement thiolate en acide sulfénique (SOH) de façon réversible, alors qu’une plus forte 
concentration de ROS entrainera la formation d’un acide sulfinique (SO2H) ou sulfonique 
(SO3H) de façon irréversible (Figure 1.6) (Ostman et al., 2011). Plus précisément, il a été 
montré que l’oxydation réversible de PTP1B induit la formation d’un acide sulfénique ensuite 
converti en un sulphénamide cyclique contenant un lien covalent entre la cystéine catalytique et 
le résidu sérine adjacent (Salmeen et al., 2003). Ce changement conformationnel empêche le 




cytoplasme et la rendant disponible à de nouvelles interactions protéine-protéine (Tonks, 2006). 
Il est d'ailleurs présumé que c'est le changement de conformation induit par l’oxydation de la 
PTP lui permet d’interagir avec des agents réducteurs qui réduiront le sulphénamide cyclique 
en thiolate, activant à nouveau la PTP (Ostman et al., 2011). Par exemple, des agents réducteurs 
comme le glutathion ou la thiorédoxine ont été proposés comme étant des réducteurs importants 
de PTEN et PTP1B (Dagnell et al., 2013; Schwertassek et al., 2014). 
L’oxydation réversible des PTPs par les ROS constitue un mode de régulation important 
puisqu’elle inactive l’enzyme de façon transitoire et déplace l’équilibre en faveur des PTKs, 
activant ainsi les voies de signalisation (Tonks, 2005). Cependant, bien que l’oxydation des 
PTPs soit à ce jour bien caractérisée, les mécanismes de réduction des PTPs sont très mal 
caractérisés.  
Un bon exemple de régulation par les ROS survient suite à l’activation de l’EGFR et du 
PDGFR, puisque celle-ci induit l’activation des NOX2/4 membranaires et donc la formation de 
ROS (Heppner & van der Vliet, 2016). Ceux-ci oxydent et inactivent réversiblement PTP1B, 
une des PTPs responsables de déphosphoryler l’EGFR (sur les Tyr 992 et 1148) (Milarski et al., 
1993) et le PDGFR, ayant pour effet d’augmenter la phosphorylation et l’activation des MAPKs 





Figure 1.6. L’oxydation de PTP1B est réversible. Le groupement thiolate (S-) de la cystéine 
catalytique possède un faible pKa et est très sensible à l’oxydation. Ainsi, en présence de ROS 
comme le H2O2, elle est oxydée en acide sulfénique et PTP1B est inactivé de façon réversible, 
alors qu’une plus forte concentration de ROS entrainera la formation d’un acide sulfinique, puis 
d’un acide sulfonique de façon irréversible. L’oxydation réversible entraine la formation d’un 
sulphénamide cyclique (SN), un changement conformationnel qui serait important pour 






1.4.2 La régulation des phosphatases HAD par l’oxydation réversible 
L’oxydation réversible par les ROS constitue une modification post-traductionnelle 
importante dans la régulation de l’activité de nombreuses protéines impliquées dans la 
signalisation intracellulaire (Ray et al., 2012). Bien que l’oxydation réversible des PTPs par les 
ROS soit bien caractérisée à ce jour et qu’elle constitue un mode de régulation important (Tonks, 
2006), la sensibilité des phosphatases HAD à l’oxydation demeure très peu connue. Alors que 
les PTPs exercent leur activité grâce à une cystéine catalytique, les membres de la famille des 
phosphatases HAD catalysent la déphosphorylation via un résidu aspartate (Seifried et al., 
2014). En collaboration avec une équipe allemande, nous avons récemment démontré que 
l’oxydation réversible des cystéines non-catalytiques de la phosphoglycolate phosphatase, une 
phosphatase HAD typique apparentée à la chronophine, inhibe son activité enzymatique in vitro 
et induit son oligomérisation (Seifried et al., 2016). Cette étude est la première démonstration 
que les phosphatases HAD, des enzymes importantes dans plusieurs pathologies humaines 






 De nombreuses voies de signalisation intracellulaires dépendent d’un équilibre de 
phosphorylation de leurs substrats maintenu par l’activité des PTKs et des PTPs. De façon 
intéressante, l’oxydation réversible des PTPs par les ROS constitue un mode de régulation 
important de leur activité enzymatique qui modifie cet équilibre en faveur des PTKs et qui tend 
à activer les voies de transduction, pouvant induire un changement d’expression génique. La 
dérégulation des voies de signalisation intracellulaires a été montrée pour être la cause de 
plusieurs pathologies chez l’humain. 
L’inactivation des PTPs par oxydation réversible de leur cystéine induit d’importants 
changements conformationnels caractérisés par une conversion d’un acide sulfénique en 
sulphénamide cyclique protégeant la phosphatase de l’oxydation irréversible. Bien que les 
mécanismes d’oxydation de PTP1B aient été bien caractérisés jusqu’à ce jour, les mécanismes 
de réduction restent mal compris. L’objectif de notre étude est de caractériser les mécanismes 
d’oxydoréduction de PTP1B dans la signalisation du récepteur à l’EGF.  
Nous avons identifié 14-3-3  comme étant un nouveau partenaire d’interaction de 
PTP1B oxydé suite à une stimulation à l’EGF. Puisque les protéines de la famille des 14-3-3 
régulent de nombreux complexes protéiques et ont été montrées pour interagir avec des 
protéines du métabolisme réducteur, nous avons émis l’hypothèse que l’oxydation de PTP1B 
promeut une nouvelle interaction avec 14-3-3  afin d’initier sa réactivation. Étant donné le rôle 
important des PTPs dans le développement de multiples pathologies humaines, une meilleure 






Chapitre 2. Matériel et Méthodes  
2.1 Préparation des ADNs plasmidiques 
2.1.1 Transformation bactérienne 
50 μL de bactéries E. coli DH5  ont été incubées 30 minutes sur glace en présence de 1 
μL d’une construction plasmidique codant pour les protéines Flag-PTP1B WT (pCMV-2B Flag-
PTP1B WT), Flag-PTP1B CASA (pCMV-2B Flag PTP1B CASA) ou HA-14-3-3  (pCNDA-3 
HA-14-3-3 ). Les plasmides codant pour les protéines Flag-PTP1B et Flag-PTP1B CASA ont 
été obtenus du laboratoire de Dr. Nicholas K. Tonks (Cold Spring Harbor Laboratory), alors que 
le plasmide encodant pour et HA-14-3-3  a été obtenu du laboratoire de Dr. Dihua Yu 
(University of Texas, MD Anderson Cancer Center). Les bactéries ont ensuite subi un choc 
thermique de 45 secondes à 37 °C, puis ont été incubées 2 minutes sur glace. 500 μL de milieu 
S.O.C. (2% m/v tryptone, 0,5% m/v extrait de levure, 8,56 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM 
MgCl2, 20 mM glucose, pH 7,0) ont été ajoutés au mélange avant une incubation de 1 heure à 
37°C sous agitation à 300 rpm. Les bactéries ont ensuite été mises en culture pour une nuit à 
37°C sur un pétri contenant du milieu DYT (1,6% tryptone, 1% extrait de levures, 0,5% m/v 
NaCl, 2 mM, 1,5% agar) en présence de l’antibiotique approprié (Kanamycine 50 μg/μL pour 





2.1.2 Isolation de l’ADN plasmidique 
Suivant l’incubation des bactéries sur pétris, une colonie a été repiquée et incubée 5 
heures sous agitation à 300 rpm à 37°C dans 2 mL de milieu DYT sans agar, en présence de 
l’antibiotique approprié, puis toute une nuit dans 100 mL. Une fois la transformation bactérienne 
complétée, les plasmides ont été isolés et purifiés par midi-prep en utilisant un kit de purification 
d’ADN (Macherey-Nagel) tel que décrit par le détaillant. 
2.2 Culture cellulaire et transfection 
Des cellules HEK293T (ATCC) ont été maintenues en culture en gardant une confluence 
de 40-90% dans du milieu EMEM (Eagle’s Minimum Essential Medium, 1000 mg/L glucose, 
ATCC) contenant 100 unités/mL penicilline, 100 ug/mL streptomycine et 10% de sérum de 
veau fœtal (FBS, Fœtal Bovine Serum) à 5% CO2 à 37°C. À 80% de confluence, les cellules ont 
été cotransfectées avec 4 μg de plasmides codant pour Flag-PTP1B WT (ou CASA) et HA-14-
3-3  en utilisant un kit de transfection (TurboFect Transfection Reagent, ThermoFisher) et du 
milieu Opti-MEM (ThermoFisher) tel que recommandé par le détaillant. Le tout a été incubé 48 
heures à 37°C. Avant chaque expérience, les cellules ont été déprimées en sérum 16 heures dans 





2.3 Préparation des lysats cellulaires 
2.3.1 Préparation de la boîte hypoxique 
Toutes les expériences ont été effectuées à l’intérieur d’une boîte hypoxique (Coy 
Laboratory Products) contenant 100% argon (Praxair). Afin d’éviter l’oxydation spontanée des 
protéines par les tampons de lyse, ceux-ci ont tous été dégazés à 2,5 Torr sous vide pendant 1 
heure, à l’aide d’une pompe à aspiration (Thermo Scientific), puis placés sur glace tel que décrit 
précédemment (Boivin et al., 2008). 
2.3.2 Traitements préalables 
Les cellules HEK293T cotransfectées ont préalablement été stimulées à l’EGF (100 
ng/mL, Sigma-Aldrich) afin de provoquer la production ROS cellulaires, et ce, dans le cadre de 
plusieurs expériences. Préalablement à cette stimulation, les cellules ont été traitées avec 
différents réactifs. Le SS-31 (100 μM) et la N-acétylcystéine (5 mM) ont été utilisés comme 
antioxydants, la triciribine (TCB) (5 μM, 20 minutes, Millipore) a été utilisé pour inhiber la 
phosphorylation de PKB, alors que le R18 (25 μM, 90 minutes, Sigma-Aldrich) agissait comme 
inhibiteur des 14-3-3.  Les cellules ont également été traitées avec du peptide TAT 
(transactivator of transcription, 10 μM, 1 heure, Genscript) seul (GRKKRRQRRRPQ) ou 





2.3.3 Lyse cellulaire et immunoprécipitations 
Suite à l’un ou l’autre de ces traitements, les cellules ont été lysées sur glace avec du 
tampon de lyse (20 mM Hepes pH 7,4, 150 mM NaCl. 1% NP40, 1 mM EDTA, 10 mM NaF, 
25 μg/mL aprotinine, 25 μg/mL leupeptine, 1 μM microcystine, 100 nM acide okadaïque). 1 
mM Na3VO4 a également été ajouté dans le cadre des expériences étudiant la phosphorylation 
de l’EGFR. Les cellules ont été lysées 30 minutes à 4°C, puis centrifugées 6 minutes à 10 000 
rpm. Les lysats ont été dosés à 595 nm par la méthode de Bradford (Bradford, 1976). 500 μg de 
protéines ont été mis en présence de 700 μL de tampon de lyse et de 10 μL de billes couplées à 
un anticorps anti-Flag (Sigma-Aldrich), liant Flag-PTP1B WT/CASA, anti-HA (Roche), liant 
HA-14-3-3 , ou anti-phosphotyrosine (clone 4G10, Millipore), liant les protéines phosphorylées 
en tyrosine, pour 3 heures sous rotation à 4°C. Les billes ont été lavées 3 fois dans du tampon 
de lyse, puis resuspendues dans du tampon de chargement Laemmli (187,5 mM Tris-HCl, pH 
6,8, 6% m/v SDS, 30% glycérol, 0,03% bleu de bromophénol, 15% -mercaptoéthanol). 
2.4 Cysteinyl-labeling assay 
2.4.1 Lyse cellulaire 
Afin d’observer l’oxydation de PTP1B, un cysteinyl-labeling assay (CLA) a été effectué 
(Boivin, Yang, & Tonks, 2010). D’abord, des cellules HEK293T préalablement cotransfectées 
pour exprimer Flag-PTP1B et HA-14-3-3  ont été amenées à confluence, puis déprimées en 
sérum pour 16 heures. Elles ont été stimulées avec 100 ng/mL EGF afin d’induire la production 
de ROS ainsi que l’oxydation des PTPs cellulaires, puis lysées dans un tampon de lyse (25 mM 
acétate de sodium, pH 5,5, 150 mM NaCl, 10% glycérol, 1% NP40, 10 μg/mL aprotinine, 10 




avant la lyse, 10 mM d’acide iodoacétique (IAA, ThermoFisher) a été ajouté afin d’alkyler les 
groupements thiol (SH) des PTPs réduites. La lyse a duré 1 heure sous agitation à température 
pièce afin de permettre une bonne alkylation. Les lysats cellulaires ont été centrifugés 10 
minutes à 14 000 rpm à 4°C. La concentration en protéines a été déterminée à 595 nm par la 
méthode de Bradford. 
2.4.2 Biotinylation des PTPs oxydées 
Pendant ce temps, des colonnes de dessalage (ThermoFisher) ont été centrifugées 2 
minutes à 1000g afin de retirer la solution de stockage, puis équilibrées avec 3 mL de tampon 
de lyse. Pour chaque condition, un volume de lysats cellulaires contenant 5 mg de protéines a 
été transféré dans le centre des colonnes afin d’enlever l’IAA par gravité. Les échantillons ont 
ensuite été élués par centrifugation des colonnes 2 minutes à 1000g, puis transférés dans des 
microtubes ambre afin de garder les échantillons à l’abri de la lumière. Les PTPs oxydées ont 
été réduites avec l’ajout de 1 mM tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP) (ThermoFisher), un 
agent réducteur, pour 30 minutes sous agitation à température pièce. Elles ont finalement été 
marquées avec une sonde biotinylée, l’iodoacétyle-(polyéthylène glycol)2-biotine (IAP) 
(ThermoFisher) à 5 mM pour 1 heure, sous agitation à température pièce. 
2.4.3 Immunoprécipitation des PTPs oxydées 
Des billes de sépharose couplées à la streptavidine (GE Healthcare Life Sciences) ont 
été centrifugées 2 minutes à 3000 rpm à 4°C et lavées 3 fois avec du tampon de lyse. 25 μL de 
billes concentrées à 50% ont été incubés avec le total des échantillons biotinylés pour 16 heures 
sous rotations à 4°C. Les billes ont été centrifugées 2 minutes à 3000 rpm à 4°C, lavées 3 fois 





Les échantillons immunoprécipités ainsi que les lysats protéiques conservés dans le 
tampon Laemmli ont été chauffés 1 minute à 100°C afin de dénaturer les protéines, puis 
centrifugés 1 min 30 secondes à 10 000 rpm. Ils ont ensuite été chargés sur un gel SDS-PAGE 
constitué d’un gel de concentration à 5% d’acrylamide et d’un gel de séparation à 10% 
d’acrylamide. Les échantillons ont migré 5 heures à 25 mA en présence de tampon de migration 
(0,02 M Tris-HCl, pH 8,3). Une échelle de poids moléculaire (Precision Plus Protein Dual Color 
Standards, BIO-RAD) a été utilisée. Les échantillons protéiques ont été transférés sur une 
membrane de nitrocellulose (BIO-RAD) avec des pores de 0,2 μm de taille pendant 1h30 à 100 
V en présence de tampon de transfert (Tris-Base 25 mM, glycine 192 mM, 5% méthanol). La 
membrane a été bloquée dans une solution de TBST (25 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 0,05% 
Tween 20, pH 7,5) contenant 5% lait pour 30 minutes sous agitation, puis mise en présence 
d’anticorps primaire et secondaire appropriés (Tableau 2.1). La membrane a été lavée 3 fois 10 
minutes avec du TBST entre chaque étape. Les bandes ont été révélées par chimioluminescence 












Souris Monoclonal Sigma-Aldrich F3165 1/500 000 
HA-peroxydase 
(3F10) 
Rat Monoclonal Roche 11058700 1/2000 
-actine Souris Monoclonal Abcam ab49900 1/50 000 










Lapin Polyclonal Invitrogen 348400 1/1000 





- - GE Healthcare GERPN1231 1/10 000 
Phospho- 
PTP1B (S50) 
Lapin Polyclonal Abcam ab88472 1/1000 
GAPDH Souris Monoclonal ThermoFisher AM4300 1/10 000 
Anti-souris 
HRP 
Chèvre - Jackson 
ImmunoReasearch 
115-035-174 1/10 000 
Anti-lapin HRP Chèvre - Jackson 
ImmunoReasearch 
115-035-003 1/10 000 




2.6 Couplage de billes d’iodoacétyle et repêchage de 14-3-3  
200 μL de billes UltraLink Iodoacetyl Gel (Pierce biotechnology) ont été lavées 3 fois 
avec 1 mL de tampon de liaison (50 mM Tris-base, 5 mM EDTA-Na, pH 8,5) en centrifugeant 
1 minute à 3000 rpm à chaque fois. 1 mg de peptide CKNRNRYRDVS ou CKNRNRYRDVpS 
(Alpha Diagnostic) synthétisé a été resuspendu dans 2 mL de tampon de liaison contenant 25 
mM TCEP, puis incubé avec les billes 30 minutes à 1000 rpm, et 30 minutes sans agitation. Le 
sulfure du peptide permet sa liaison au groupement iodoacétyle des billes. Le tout a été 
centrifugé 2 minutes à 3000 rpm, et les billes ont été lavées 3 fois avec du tampon de liaison. 
200 μL de L-cystéine ont été ajoutés aux billes, bloquant leurs sites non spécifiques, 30 minutes 
à 1000 rpm et 30 minutes sans agitation. Le tout a été centrifugé 2 minutes à 3000 rpm et les 
billes ont été lavées 3 fois avec du tampon de liaison, une fois avec 1 M NaCl et une fois avec 
du PBS 0,05% NaN3. Les billes ont été conservées à 4°C. 
 Une fois les billes pré-couplées, 15 pétris de cellules HEK293T confluentes ont été lysés 
avec 500 μL de tampon de lyse (25 mM Hepes, 150 mM NaCl, 0,25% acide désoxycholique, 
10% glycérol, 25 mM NaF, 10 mM MgCl2, 1 mM EDTA, 1 mM Na3VO4, 1% triton X-100, 25 
μg/mL leupeptine, 25 μg/mL aprotinine, 0,5 mM PMSF), puis centrifugés 5 minutes à 10 000 
rpm à 4°C. Un échantillon de lysat a été gardé à titre de contrôle pour immunoblot. Les billes 
pré-couplées ont été lavées une fois au tampon de lyse, puis incubées avec les lysats 2 heures à 
4°C. Elles ont été centrifugées 3 minutes à 1000 rpm à 4°C, et le surnageant a été conservé 
comme contrôle. Les billes ont été lavées 3 fois au tampon de lyse et 5 mg de peptide ont été 
ajoutés aux billes 1 heure afin d’éluer le complexe protéique. Le tout a été centrifugé, le 
surnageant contenant le complexe et les billes ont été conservées. Tous les échantillons ont été 




Chapitre 3. Résultats 
3.1 L’oxydation de PTP1B promeut de nouvelles interactions 
protéines-protéines 
Des données de la littérature ont montré que l’oxydation réversible de PTP1B induit 
d’importants changements conformationnels de son site actif caractérisés par la formation d’un 
acide sulfénique, rapidement converti en sulphénamide cyclique (Salmeen et al., 2003). Afin de 
caractériser comment ces changements de conformation influencent la capacité de l’enzyme à 
effectuer de nouvelles interactions protéine-protéine, notre collaborateur Dr. Seung Jun Kim 
(Korea Research Institute of Bioscience & Biotechnology) a effectué une modélisation 
tridimensionnelle de ses structures réduite et oxydée (Fig. 3.1A). Celle-ci montre un 
changement conformationnel important de la boucle phosphotyrosine du site actif de PTP1B qui 
devient nouvellement exposée au cytosol dans sa structure oxydée, alors qu’elle est 
complètement enfouie sous son site catalytique dans sa structure réduite. Ces données suggèrent 
que la boucle nouvellement exposée au cytosol pourrait participer à des nouvelles interactions 
protéine-protéine. 
À partir de cette modélisation, Dr. Kim a calculé le changement conformationnel (i.e. 
mesuré en Å) de la séquence située entre la lysine 41 et la sérine 50 (K41NRNRYRDVS50) de la 
boucle phosphotyrosine de de PTP1B après son oxydation in vitro (Fig. 3.1B). Ces données 
montrent un changement de conformation notable de la tyrosine 46, un résidu important dans la 
spécificité de PTP1B (Tonks, 2003), ainsi qu’un changement moins prononcé des acides aminés 




interagir avec la forme oxydée de PTP1B. Pour ce faire, le peptide K41-S50 a été synthétisé et 
une cystéine a été ajoutée en position n-1 afin de faciliter son couplage à des billes possédant 
un groupement iodoacétyle. Ensuite, des lysats de cellules HEK293T ont été utilisés pour le 
pull-down. Suite à ce pull-down, 14-3-3  a été identifié par nos collaborateurs (Dr. Darryl 
Pappin, Cold Spring Harbor Laboratory) comme étant un potentiel partenaire d’interaction de 

















Figure 3.1. L’oxydation de PTP1B induit d’importants changements conformationnels. 
(A) Une modélisation tridimensionnelle de PTP1B montre la boucle phosphotyrosine 
nouvellement exposée au cytosol suite à son oxydation (PTP1B-OX), alors qu’elle est 
normalement enfouie dans son site catalytique dans sa forme réduite. D’après notre 
collaborateur Dr. Seung Jun Kim (Korea Research Institute of Bioscience & Biotechnology). 
(B) Les changements de conformations de PTP1B oxydé ont été mesurés pour le peptide 
K41NRNRYRDVS50 de la boucle phosphotyrosine nouvellement exposée au cytosol. (C) Ce 
peptide a été synthétisé, puis couplé à des billes d’iodoacétyle afin d’effectuer un pull-down 
(PD), et 14-3-3  a été identifiée par spectrométrie de masse par Dr. Darryl Pappin (Cold Spring 
Harbor Laboratory) comme partenaire d’interaction du peptide de la boucle phosphotyrosine. E, 
échelle de poids moléculaire. 
3.2 Caractérisation de l’oxydation réversible de PTP1B 
Il est bien connu que l’EGF induit la production de ROS in vitro via l’activation de 
NOX2/4 (Oh et al., 2010). Afin de caractériser l’oxydation réversible de PTP1B suite à une 
stimulation à l’EGF de cellules HEK293T, nous avons effectué un cysteinyl-labeling assay 
(CLA) tel que décrit précédemment (Boivin et al., 2010). Brièvement, cette technique permet 
de cibler les PTPs réversiblement oxydées in vitro en les marquant avec une sonde biotinylée et 
en les purifiant à l’aide de billes couplées à la streptavidine (Fig. 3.2). Les PTPs réversiblement 
oxydées sont ensuite détectées par immunoblot de type Western. Nos résultats indiquent qu’une 
stimulation à 100 ng/mL d’EGF induit l’oxydation réversible de PTP1B dans les deux premières 
minutes de stimulation, puis la PTP est ensuite réduite et réactivée dans les minutes qui suivent. 





Figure 3.2. L’activation du récepteur à l’EGF induit l’oxydation réversible de PTP1B dans 
les cellules humaines en culture. Des cellules HEK293T ont été stimulées à l’EGF, puis 
l’oxydation de PTP1B (PTP1B-OX) a été mesurée en marquant les PTPs réversiblement oxydée 
avec une sonde biotinylée, puis en les purifiant par pull-down (PD) en utilisant des billes de 
sépharose couplées à la streptavidine (S-s). L’oxydation réversible de PTP1B était maximale à 
2 minutes de stimulation, puis l’enzyme a été réactivée dans les minutes suivantes, indiquant 





3.3 Caractérisation de l’interaction entre 14-3-3  et PTP1B oxydé 
3.3.1 La forme oxydée de PTP1B interagit avec 14-3-3  
L’identification de la protéine 14-3-3  par spectrométrie de masse suggère qu’elle 
constitue un potentiel partenaire d’interaction de la forme oxydée de PTP1B. Afin d’observer et 
de caractériser cette interaction, nous avons mis des cellules HEK293T en culture et nous les 
avons transfectées avec des plasmides codant pour Flag-PTP1B et HA-14-3-3 . Les cellules ont 
par la suite été stimulées à l’EGF, puis lysées. Des immunoprécipitations des PTP1B et de 14-
3-3 ont été effectuées à partir des lysats cellulaires de HEK293T, puis les échantillons ont été 
séparés par SDS-PAGE et transférés sur une membrane de nitrocellulose.  
Nos résultats d’immunoblot montrent que, suite à une stimulation à l’EGF, 
l’immunoprécipitation (IP) de PTP1B après stimulation à l’EGF attire avec elle 14-3-3 , 
confirmant une interaction entre les deux protéines (Fig. 3.3). Cette interaction était également 
observée lorsque nous avons effectué l'expérience réciproque, c'est-à-dire lorsque nous avons 
immunoprécipité 14-3-3 . Dans le deux cas, l’interaction n’a pas été observée en absence de 
stimulation à l’EGF. Alors que l’interaction était maximale à 2 minutes de stimulation elle a 
graduellement diminué jusqu’à 10 minutes.  Puisque l’oxydation de PTP1B survient également 
dans les 2 premières minutes de stimulation, ces résultats suggèrent que l’oxydation de PTP1B 
promeut une nouvelle interaction avec 14-3-3 .  
Afin de vérifier si 14-3-3  interagit avec la forme oxydée de PTP1B, nous avons étudié 
l’interaction entre 14-3-3  et le mutant CASA de PTP1B (PTP1B CASA), un mutant dans lequel 




forme oxydée (Haque et al., 2011).  Lorsqu’exprimées dans des cellules HEK293T, les deux 
protéines interagissaient ensemble (Fig. 3.3), suggérant que 14-3-3  est un partenaire de la 
forme oxydée de PTP1B. Connaissant le rôle des protéines 14-3-3 dans la régulation de 
multiples complexes protéiques et sachant qu’elles interagissent avec de multiples protéines 
réductrices comme la thiorédoxine 1 et la glutathion-S-transférase (Mackintosh, 2004), ces 
résultats suggèrent que le recrutement de 14-3-3  pourrait jouer un rôle dans la réactivation de 
PTP1B. 
 
Figure 3.3. L’oxydation de PTP1B induit une nouvelle interaction avec 14-3-3 . Des 
cellules HEK293T ont été cotransfectées pour exprimer PTP1B WT ou CASA et 14-3-3 , et 
stimulées à l’EGF. Les cellules ont été lysées, et suite à une co-immunoprécipitation (IP) de 
PTP1B et 14-3-3 , nos résultats indiquent une interaction entre les 2 protéines qui augmente 
dans les 2 premières minutes de stimulation à l’EGF, suivant le patron d’oxydation de PTP1B. 
Le mutant CASA, mimant la forme oxydée de PTP1B, montrait une forte interaction avec 14-





3.3.2 L’interaction entre PTP1B oxydé et 14-3-3  est modifiée par les 
antioxydants  
 Nos résultats de co-immunoprécipitation indiquent que l’oxydation réversible de PTP1B 
promeut une nouvelle interaction avec 14-3-3 . Afin de vérifier que cette interaction est 
dépendante de la production de ROS à l’intérieur de la cellule, nous avons tenté de la caractériser 
en présence de deux antioxydants connus, soit la N-acétylcystéine (NAC), un antioxydant non 
spécifique produisant du glutathion à l’intérieur du cytosol (De Flora et al., 2001), ainsi que le 
SS-31, un antioxydant ayant pour cible la membrane interne de la mitochondrie (Birk et al., 
2013). Alors que le NAC a bloqué avec succès l’interaction entre PTP1B WT et 14-3-3  induite 
par une stimulation de 2 minutes à l’EGF, le SS-31 n’a eu aucun effet (Fig. 3.4A). Puisque le 
mutant CASA de PTP1B mime sa forme oxydée, ni une stimulation à l’EGF ou la présence 
d’antioxydant n’ont eu d’effet sur son interaction avec 14-3-3 . Tel qu’attendu, le NAC a 
complètement bloqué l’interaction entre les deux protéines lors d’une cinétique complète de 
stimulation à l’EGF (Fig. 3.4B). Puisque le NAC est le seul antioxydant ayant eu un effet, ces 
résultats suggèrent que l’interaction entre PTP1B et 14-3-3  est directement dépendante de la 





Figure 3.4. L’interaction entre PTP1B et 14-3-3  dépend de la production de ROS 
cytosoliques. (A) Une IP de PTP1B WT ou CASA a été effectuée à partir de lysats de cellules 
HEK293T stimulées à l’EGF, en présence ou non des agents antioxydants NAC ou SS-31. 
L’interaction avec 14-3-3  a été caractérisée par immunoblot. (B) L’interaction a ensuite été 
caractérisée lors d’une cinétique complète de stimulation à l’EGF, en présence et en absence de 
NAC. Alors que le NAC a bloqué avec succès l’interaction entre les deux protéines, le SS-31 




3.3.3 Le R18 bloque l’interaction entre PTP1B et 14-3-3  
Les 14-3-3 sont des protéines qui agissent avec leurs cibles phosphorylées sous forme 
de dimères (Yaffe, 2002). De façon intéressante, le R18 (PHCVPRDLSWLDLEANMCLP), est 
un peptide non phosphorylé qui permet d’inhiber l’action de chaque isoforme des 14-3-3 de 
façon compétitive en s’attachant à un des deux sites d’interaction avec une plus forte affinité 
(Kd = 80 nm) que leurs partenaires phosphorylés (Mackintosh, 2004). Nous avons tenté de 
caractériser l’interaction entre PTP1B et 14-3-3  en présence de R18. Nos données montrent 
que le R18 bloque avec succès l’interaction entre PTP1B et 14-3-3  (Fig. 3.5A).  
Afin de vérifier comment le recrutement de 14-3-3  affecte l’oxydation de PTP1B, nous 
avons caractérisé l’oxydation de PTP1B par CLA en présence de R18. Nos données montrent 
que le R18 empêchait l’oxydation de PTP1B suite à une stimulation à l’EGF (Fig. 3.5B). 
Considérant que 14-3-3  est recrutée suite à l’oxydation de PTP1B, et que PTP1B est réduit en 
absence de 14-3-3 , ces résultats suggèrent que, lorsque recrutée, la protéine 14-3-3  protège 





Figure 3.5. Le R18 bloque l’interaction entre PTP1B oxydé et 14-3-3 . (A) Une IP de PTP1B 
a été effectuée à partir de lysats de cellules HEK293T stimulées à l’EGF, en présence ou non 
d’un inhibiteur des 14-3-3, le R18. En présence de R18, l’interaction entre PTP1B et 14-3-3  
était bloquée. (B) L’oxydation de PTP1B a été caractérisée par CLA en présence de R18. Ces 
données montrent que le R18 empêchait le recrutement de 14-3-3  ainsi que l’oxydation de 
PTP1B suite à une stimulation à l’EGF, suggérant que le recrutement de 14-3-3  protège PTP1B 




3.3.4 Le rôle de la sérine 50 dans l’interaction entre PTP1B et 14-3-3  
Les protéines de la famille des 14-3-3 ont pour cible des protéines phosphorylées 
contenant le plus souvent un motif de reconnaissance RSXpSXP ou RXXXpSXP (Wilker & 
Yaffe, 2004). De façon intéressante, il a été montré que PTP1B est phosphorylé par PKB sur sa 
sérine 50 in vivo (Ravichandran et al., 2001) et que ce résidu fait partie du motif RYRDVS50P 
semblable au motif de reconnaissance des 14-3-3. Puisque ce motif fait également partie du 
motif K41NRNRYRDVS50 nouvellement exposé lors de l’oxydation de PTP1B, nous avons 
voulu vérifier comment la phosphorylation de la sérine 50 de PTP1B affectait sa capacité à 
interagir avec 14-3-3 . Pour ce faire, nous avons utilisé un anticorps reconnaissant 
spécifiquement la sérine 50 phosphorylée de PTP1B. 
D’une part, nos résultats montrent une augmentation de la phosphorylation de la sérine 
50 de PTP1B dans les deux premières minutes de stimulation à l’EGF, puis le résidu est 
déphosphorylé entre 2 et 10 minutes (Fig. 3.6A). Tel qu’attendu, ces résultats indiquent que la 
phosphorylation de PTP1B sur sa sérine 50 corrèlent avec l’interaction observée entre PTP1B 
et 14-3-3 .  
Afin de vérifier que PKB était bien la kinase qui phosphoryle PTP1B sur ce résidu 
comme le suggèrent des données de la littérature, nous avons répété l’expérience en présence 
de Triciribine (TCB), un inhibiteur de la phosphorylation de PKB sur la sérine 473 ainsi que la 
thréonine 308 et qui empêche donc son activation (L. Yang et al., 2004). En présence de TCB, 
la phosphorylation de PTP1B sur la sérine 50 était altérée. Ceci avait aussi comme effet de 
réduire l’interaction observée entre PTP1B et 14-3-3 tel qu’observé dans le cas du R18, 




protéines. Par ailleurs, nous avons confirmé l’efficacité de l’inhibition de PKB puisque la 
phosphorylation de la sérine 473 était bloquée suite à l’action de la TCB. 
Par la suite, afin de caractériser comment la TCB affecte l’état d’oxydation de PTP1B, 
un CLA a été effectué en présence de cet inhibiteur (Fig. 3.6B). En présence de TCB, PTP1B 
n’était pas réversiblement oxydé suite à une stimulation à l’EGF. En accord avec les résultats 
obtenus avec le R18, ces résultats suggèrent que 14-3-3  est recrutée et stabilise la forme oxydée 











Figure 3.6. La triciribine bloque l’interaction entre PTP1B et 14-3-3 . (A) Une IP de PTP1B 
a été effectuée à partir de lysats de cellules HEK293T stimulées à l’EGF, en présence ou non 
d’un inhibiteur de PKB, la TCB. Des immunoblots montrent qu’en présence de TCB, la 
phosphorylation de PTP1B sur la sérine 50 (PTP1B-pS50) était altérée, et l’interaction entre les 
deux protéines était bloquée. (B) L’inhibiteur de PKB empêchait le recrutement de 14-3-3  ainsi 
que l’oxydation de PTP1B suite à une stimulation à l’EGF, suggérant que 14-3-3  protège 
PTP1B de la réduction. 
3.3.5 Des peptides dérivés de la boucle phosphotyrosine de PTP1B bloquent 
son interaction avec 14-3-3
Nos données suggèrent que le peptide K41NRNRYRDVS50 nouvellement exposé au 
cytosol suite à l’oxydation de PTP1B interagit avec 14-3-3 . Afin de vérifier cette affirmation, 
nous avons tenté d’inhiber de façon compétitive l’interaction de ce peptide avec 14-3-3  en le 
synthétisant et en le couplant avec un peptide TAT (GRKKRRQRRRPQ). En effet, il s’agit d’un 
petit peptide facilitant l’entrée de diverses molécules à l’intérieur des cellules puisqu’il traverse 
facilement les membranes plasmiques (Frankel & Pabo, 1988). Nous avons donc synthétisé 
(Genscript) un total de 4 peptides (TP1-4) composé de la séquence d’acides aminés 
nouvellement exposée de PTP1B, avec et sans la sérine 50, couplée au peptide TAT en n-
terminal ou en c-terminal, afin de leur permettre d’entrer à l’intérieur des cellules. Les 4 peptides 
synthétisés prévenaient avec succès l’interaction entre PTP1B et 14-3-3  in vitro suite à une 
stimulation à l’EGF (Fig. 3.7A). Par la suite, un CLA montre qu’en présence du TP4, 
l’interaction entre les deux protéines était bloquée et que la réactivation de PTP1B était 










Figure 3.7. L’interaction entre PTP1B et 14-3-3  est bloquée par 4 peptides couplés au 
peptide TAT. (A) Une IP de PTP1B a été effectuée à partir de lysats de cellules HEK293T 
stimulées 2 minutes à l’EGF ou non-stimulées, en présence ou non des peptides (TP1-4) dérivés 
de la boucle phosphotyrosine de PTP1B. Ceux-ci sont constitués du peptide 
K41NRNRYRDVS50 ou K41NRNRYRDV couplés au peptide TAT(GRKKRRQRRRPQ) en n-
terminal ou en c-terminal. Les 4 peptides bloquaient avec succès l’interaction entre les 2 
protéines. (B) Un CLA montre qu’en présence du TP4, l’oxydation réversible de PTP1B n’est 
pas induite par une stimulation à l’EGF, suggérant que 14-3-3  protège PTP1B de la réduction. 
Nos résultats suggèrent que, suite à une stimulation à l’EGF, PTP1B est rapidement 
réactivé en présence du TP4. Puisque l’EGFR constitue une protéine cible de PTP1B, nous 
avons tenté de vérifier si l’activité de la phosphatase est rapidement récupérée en présence du 
TP4 (Fig. 3.8). Pour ce faire, nous avons effectué une immunoprécipitation de toutes les 
protéines phosphorylées en tyrosine (p-tyr) à partir de billes couplées à un anticorps anti-
phosphotyrosine (Clone 4G10). Nos résultats montrent que l’EGFR est phosphorylé dans les 
premières minutes de stimulation à l’EGF, puis graduellement déphosphorylé et inactivé entre 
5 et 30 minutes de stimulation. Nous observons une diminution faible mais significative de la 
phosphorylation du récepteur à 2, 5 et 10 minutes de stimulation suite à un traitement du TP4. 
Ces données indiquent que PTP1B pourrait déphosphoryler certains sites de l’EGFR plus 
rapidement en présence du TP4. Alors que l’EGFR est phosphorylé sur 7 tyrosines différentes 
(Tyr 845, Tyr 992, Tyr 1045, Tyr 1068, Tyr 1086, Tyr 1148, Tyr 1173), PTP1B ne semble 
reconnaître que les tyrosines 992  (Z. Y. Zhang et al., 1996) et 1148 (Milarski et al., 1993). Il 






Figure 3.8. La phosphorylation de l’EGFR. Une immunoprécipitation (IP) des protéines 
phosphorylées en tyrosine a été effectuée à l’aide de billes couplées à un anticorps anti-
phosphotyrosine (Clone 4G10) à partir de lysats de cellules HEK293T stimulées à l’EGF, en 
présence ou non du peptide TP4. La phosphorylation de l’EGFR a été observée par immunoblot 
à l’aide d’un anticorps anti-EGFR. Une stimulation à l’EGF induit une phosphorylation 







Chapitre 4. Discussion 
4.1 L’oxydation des PTPs régule la signalisation intracellulaire 
L’objectif de cette étude était de caractériser l’oxydoréduction de PTP1B dans la 
signalisation du récepteur à l’EGF. Il est bien que connu que la signalisation de plusieurs 
facteurs de croissance comme le FGF (Lo & Cruz, 1995), le PDGF (Sundaresan et al., 1995) et 
l’EGF induisent la formation de ROS intracellulaires tels que le H2O2 (Bae et al., 1997). De 
façon intéressante, les ROS produits suite à l’activation du récepteur à l’EGF ont été montrés 
pour inactiver réversiblement les PTPs comme PTP1B, créant une rétroaction positive sur le 
signal du récepteur (Lee et al., 1998). 
 L’oxydation réversible des PTPs par les ROS constitue un mécanisme crucial de 
régulation de leur activité enzymatique. En effet, de multiples voies de signalisation dépendent 
d’un équilibre entre l’action des PTPs et des PTKs et lorsque les PTPs sont transitoirement 
inactivées, ceci déplace l’équilibre en faveur des PTKs et tend à activer les voies de transduction 
intracellulaires. Par ce mécanisme, l’oxydation des PTPs pourrait contribuer au développement 
de plusieurs pathologies chez l’humain (Ostman et al., 2011). D’une part, l’oxydation de PTP1B 
a été montré pour favoriser la signalisation cellulaire de voies impliquées dans le développement 
des cancers (Lou et al., 2008). D’autre part, l’inactivation réversible de PTEN par les ROS 
favorise la signalisation de la voie de la PI3K et PKB (Wu et al., 2013) et pourrait augmenter le 
développement des cancers (Kitagishi & Matsuda, 2013). D’autres données de la littérature 
suggèrent que l’oxydation réversible de SHP-2 favorise la signalisation de l’EGFR et 
l’activation de voies de signalisation impliquées dans le développement de l’hypertrophie chez 




4.2 L’oxydation des PTPs induits d’importants changements 
conformationnels 
Les mécanismes d’oxydation des PTPs ont été plutôt bien caractérisés dans les dernières 
années. En fait, la déphosphorylation des résidus tyrosines par les PTPs s’amorce grâce à un 
résidu cystéine qui constitue un bon nucléophile, mais qui est aussi très sensible à l’oxydation 
(Ostman et al., 2011). Plus spécifiquement, l’oxydation réversible de la cystéine catalytique des 
PTPs par les ROS crée un acide sulfénique rapidement converti en sulphénamide cyclique 
contenant un lien covalent fort entre la cystéine catalytique et un résidu d’azote. D’après les 
données de la littérature, les changements conformationnels induits par l’oxydation des PTPs 
les protégeraient de l’oxydation irréversible tout en favorisant de nouvelles interactions avec 
des agents réducteurs cellulaires qui permettraient leur réactivation (Salmeen et al., 2003).  
Cependant, les mécanismes de réduction de PTP1B restent, à ce jour, mal compris. 
Quelques études ont néanmoins identifié des systèmes pouvant potentiellement participer à la 
réactivation de la PTP. Par exemple, un groupe a montré que PTP1B est glutathionylé in vitro 
et que sa forme oxydée pourrait être réactivée par la glutarédoxine (Barrett et al., 1999). Cette 
glutathionylation permettrait d’autant plus de protéger la phosphatase de l’oxydation 
irréversible. De plus, Schwertassek et al. montrent que le système de la thiorédoxine réactivent 
préférentiellement PTEN et PTP1B in vitro et qu’une déplétion en thiorédoxine 1 ralentit la 
réactivation de PTEN (Schwertassek et al., 2014). Des résultats similaires de Dagnell et al. 
indiquent qu’une déplétion en thiorédoxine 1 augmente l’oxydation de PTP1B, indiquant que le 
système de la thiorédoxine 1 participerait à l’activation de la forme oxydée de la phosphatase 
(Dagnell et al., 2013). Ainsi, d’après les plus récentes études, les systèmes réducteurs du 




4.3 14-3-3  est recrutée suite à l’oxydation de PTP1B 
 Puisque la littérature supporte qu’il y a un changement conformationnel important dans 
la forme oxydée de PTP1B (Salmeen et al., 2003), nous avons tenté de caractériser les nouvelles 
interactions protéiques que peut effectuer PTP1B suite à son oxydation afin de vérifier si celles-
ci participent à sa réactivation. Nous avons donc modélisé la structure oxydée de PTP1B et 
identifié un peptide de la boucle phosphotyrosine de son site catalytique nouvellement exposé 
au cytosol. Un pull-down, puis une spectrométrie de masse ont permis d’identifier la protéine 
14-3-3 comme nouveau partenaire d’interaction de PTP1B oxydé.  
De façon intéressante, les protéines de la famille des 14-3-3 agissent sous forme dimère 
et jouent le plus souvent un rôle adaptateur dans des complexes protéiques (Yaffe, 2002). Elles 
possèdent plus de 200 cibles à l’intérieur de la cellule, leur permettant de réguler de nombreux 
mécanismes cellulaires (Pozuelo Rubio et al., 2004). Parmi les multiples partenaires 
d’interaction des 14-3-3, on note des agents réducteurs comme la thiorédoxine, les 
peroxirédoxines et la glutathion S-transférase. À partir de ces données, nous avons émis 
l’hypothèse que l’oxydation de PTP1B recrute 14-3-3 , une protéine adaptatrice participant à la 
réduction et la réactivation de la phosphatase. 
 Suite aux résultats préliminaires que nous avons obtenus, nous avons tenté de vérifier 
notre hypothèse en caractérisant l’interaction entre PTP1B et 14-3-3  in vitro. Par des 
expériences de co-immunoprécipitations, nous avons confirmé l’interaction entre les deux 
protéines et que celle-ci était promue par l’oxydation de PTP1B suite à une stimulation à l’EGF. 
Ces données indiquent que le changement de conformation induit par l’oxydation de PTP1B 




antioxydant non-spécifique produisant du glutathion à l’intérieur du cytosol, bloquait 
l’interaction entre les deux protéines, alors que le SS-31 spécifique à la mitochondrie ne 
présentait aucun effet. Ceci confirme que l’interaction est dépendante de la production de ROS 
cytosoliques, mais pas des ROS mitochondriaux. L’interaction entre les deux protéines était par 
ailleurs stabilisée par le mutant CASA de PTP1B, mimant sa forme oxydée, suggérant d’autant 
plus que 14-3-3 interagit avec la forme oxydée de PTP1B. 
4.4 Les protéines 14-3-3 possèdent plusieurs modes d’action 
Il est bien connu que les protéines de la famille des 14-3-3 régulent plusieurs mécanismes 
cellulaires, notamment le cycle cellulaire et même certaines voies de signalisations (Kleppe et 
al., 2014). Elles ont la particularité d’agir sous forme de dimère, ce qui leur permet de lier 
plusieurs domaines en même temps et de jouer un rôle régulateur (Yaffe, 2002). Elles facilitent 
par exemple l’activation des protéines Ras et Raf-1 et elles bloquent l’activation de JNK et p38, 
leur conférant un rôle important dans la régulation des voies des MAPKs.  
De façon intéressante, quelques groupes ont suggéré qu’en plus d’interagir avec des 
protéines kinases, les 14-3-3 pourraient également réguler des phosphatases. En effet, Zhang et 
al. ont observé une interaction entre 14-3-3  et PTPH1 in vitro qui était dépendante de la 
phosphorylation de la phosphatase sur des sérines contenues dans un motif similaire au motif 
consensus des 14-3-3 (S. H. Zhang et al., 1997), suggérant que 14-3-3 pourrait jouer un rôle 
adaptateur dans la régulation de la signalisation impliquant PTPH1. D’autre part, Muslin et al. 
ont identifié la présence du motif de reconnaissance des 14-3-3 chez PTP-MEG, PTP  et PTPμ 




potentiel partenaire d’interaction des 14-3-3 (Pozuelo Rubio et al., 2004), suggérant que les 14-
3-3 pourraient être importantes dans la régulation de plusieurs phosphatases. 
4.5 L’interaction entre PTP1B et 14-3-3  est dépendante de sa 
phosphorylation par PKB 
Puisque la liaison des 14-3-3 à leur substrat dépend le plus souvent de leur 
phosphorylation et de la présence d’une séquence similaire au motif consensus de 
reconnaissance des 14-3-3 (RSXpSXP ou RXXpSXP), nous avons voulu vérifier comment la 
phosphorylation de PTP1B affecte sa capacité à interagir avec 14-3-3 . Il est bien connu que 
PTP1B est phosphorylé par PKB sur sa sérine 50 in vivo (Ravichandran et al., 2001), et que 
cette sérine est contenue dans le motif K41NRNRYRDVS50, similaire au motif de 
reconnaissance des 14-3-3 et nouvellement exposé suite à l’oxydation de PTP1B. Nous avons 
donc vérifié comment la phosphorylation de PTP1B sur sa sérine 50 affecte son interaction avec 
14-3-3 . 
Nos résultats montrent une augmentation de la phosphorylation de PTP1B sur sa sérine 
50 suite à une stimulation à l’EGF selon le même patron d’interaction avec 14-3-3 . En accord 
avec l’étude de Ravichandran et al., l’inhibition de PKB par la triciribine empêchait la 
phosphorylation de PTP1B sur la sérine 50, confirmant que PKB est une kinase qui phosphoryle 
PTP1B. Puisque la triciribine a également bloqué l’interaction entre les deux protéines, nos 
résultats suggèrent que l’interaction entre PTP1B et 14-3-3  est dépendante de la 
phosphorylation de PTP1B sur la sérine 50 par PKB. Ensuite, un CLA montre que l’inhibition 
de l’activation de PKB favorisait la réduction de PTP1B. Étant donné que 14-3-3  est recrutée 




réactivation de la PTP, ces données suggèrent que 14-3-3  protège PTP1B de la réduction suite 
à son oxydation. Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons testé le R18, une molécule qui agit 
comme inhibiteur des 14-3-3 en empêchant leur interaction avec leur substrat. Comme la 
triciribine, le R18 bloquait l’interaction entre PTP1B et 14-3-3  tout en favorisant la réactivation 
de la phosphatase suite à son oxydation. Ensemble, ces résultats suggèrent que 14-3-3  interagit 
avec la forme oxydée de PTP1B et stabilise sa forme oxydée. 
Le R18 est une molécule qui a été largement utilisée afin d’étudier les mécanismes 
d’action des 14-3-3. Elle a notamment permis de mieux comprendre le rôle des 14-3-3 dans la 
régulation des voies de signalisations des MAPKs, (Dong et al., 2007), tout en permettant de 
montrer leur rôle anti-apoptotique (Cao et al., 2010). Une version dimérique du R18 a d’ailleurs 
été développée, la difopéine, et celle-ci bloque l’interaction avec les 14-3-3 de façon plus 
efficace que le R18 standard. La modulation des interactions entre les 14-3-3 et leur cibles par 
des molécules inhibitrices pourrait potentiellement permettre de développer de nouvelles cibles 





4.6 Des peptides dérivés de la boucle phosphotyrosine de PTP1B 
favorisent sa réactivation 
Comme nos résultats définissent un rôle important de la séquence K41NRNRYRDVS50 
dans l’interaction entre PTP1B et 14-3-3 , nous avons tenté de bloquer cette interaction par 
compétition en le synthétisant et en le couplant avec un peptide TAT permettant facilement son 
entrée à l’intérieur de la cellule. À une concentration de 10 μM, 4 peptides dérivés de la boucle 
phosphotyrosine de PTP1B bloquaient avec succès son interaction avec 14-3-3 , et le peptide 
TP4 favorisait sa réactivation rapide suite à une stimulation à l’EGF. Il aurait d’ailleurs été 
intéressant de tester l’affinité de ces peptides à l’aide de courbes-doses réponses afin de vérifier 
s’ils agissent tous avec la même affinité.  
Ces données confirment que le motif KNRNRYRDVS similaire au motif de 
reconnaissance des 14-3-3 est essentiel à l’interaction entre les deux protéines. Ensemble, nos 
résultats indiquent que l’oxydation de PTP1B induit un changement conformationnel important 
exposant le peptide K41NRNRYRDVS50 de sa boucle phosphotyrosine. Ce changement de 
conformation promeut une nouvelle interaction avec 14-3-3  qui est dépendante de la 
phosphorylation de PTP1B sur sa sérine 50 par PKB et qui protège la phosphatase de la 
réduction.  
Les 14-3-3 possèdent un point commun essentiel qui est la capacité de lier des protéines 
phosphorylées et d’être des adaptateurs dans des complexes protéiques. En fait, leurs nombreux 
rôles à l’intérieur de la cellule sont le plus souvent définis par leurs cibles elles-mêmes. Elles 
peuvent permettre de former un complexe entre les différentes protéines en favorisant les 
interactions (Xiao et al., 1995), un mécanisme qui a d’ailleurs été montré pour permettre 




cellulaire de leurs cibles (Muslin & Xing, 2000), ou régulent directement leur activité ou leur 
fonction (Thorson et al., 1998). D’autres études montrent que les 14-3-3 favorisent la 
phosphorylation des histones (F. Chen & Wagner, 1994) et régulent la protéolyse du multiples 
cibles (Cotelle et al., 2000). Les 14-3-3 sont également connues pour empêcher leur cible 
d’interagir avec d’autres protéines et les protéger de modifications subséquentes (Kosaki et al., 
1998). Par exemple, les 14-3-3 régulent la fonction de la protéine BAD (Bcl-2 associated death 
promoter) en la protégeant de la déphosphorylation, qui n’est possible que par la dissociation 
de 14-3-3 (Chiang et al., 2001). Le mécanisme que nous proposons est similaire à celui-ci en ce 
sens que 14-3-3  interagit avec PTP1B, stabilise sa forme oxydée et la protège de la réduction.  
Afin de vérifier si l’activité de PTP1B est plus élevée en présence d’un peptide de la 
boucle phosphotyrosine de PTP1B, nous avons tenté de caractériser la phosphorylation de 
l’EGFR en présence du TP4. Suite à une immunoprécipitation des protéines phosphorylées en 
tyrosine, nous avons observé une phosphorylation transitoire de l’EGFR qui semble plus 
rapidement réactivé en présence du TP4. Néanmoins, étant donné que l’EGFR est phosphorylé 
sur 7 sites différents, que PTP1B ne semble être spécifique qu’à deux de ces sites (Tyr 992 et 
1148) (Milarski et al., 1993) et que nous avons caractérisé la phosphorylation de l’EGFR de 
façon non spécifique, nos données ne nous permettent pas de déterminer si un traitement des 
cellules au TP4 induit un changement dans la déphosphorylation de l’EGFR par PTP1B. Il serait 
possible de caractériser la phosphorylation de l’EGFR à l’aide d’anticorps reconnaissant le 
récepteur phosphorylé de façon spécifique sur ses tyrosines. Une étude similaire montre 
d’ailleurs une augmentation de la phosphorylation de l’EGFR et du PDGFR dans des cellules 
déficientes en PTP1B (Haj et al., 2003), Dans le même sens, une autre étude montre qu’une 




la phosphorylation du PDGFR sur certaines de ses tyrosines (Choi et al., 2005), suggérant 
l’intérêt de vérifier si notre peptide affecte la phosphorylation de sites spécifiques de l’EGFR. 
4.7 Limites et approches alternatives 
L’étude que nous avons effectuée comporte certaines limites. D’une part, le pull-down 
que nous avons effectué afin d’identifier 14-3-3  comme nouveau partenaire d’interaction de 
PTP1B oxydé ne comportait aucun contrôle négatif. Le résultat serait plus complet s’il incluait 
une condition dans laquelle des billes non couplées au peptide sont incubées avec les lysats 
cellulaires afin de s’assurer que les protéines ne lient pas les billes de sépharose elles-mêmes.  
D’autre part, bien que nos résultats montrent l’importance de la phosphorylation de la 
sérine 50 de PTP1B pour l’interaction avec 14-3-3 , nous avons été en mesure de bloquer 
l’interaction avec des peptides non phosphorylés en sérine 50 (TP1 et TP4) et des peptides qui 
ne possèdent pas cette sérine (TP2 et TP3). Ces résultats sont en contradiction avec nos 
hypothèses puisqu’il est bien connu que les 14-3-3 lient préférentiellement les protéines 
phosphorylées en sérine ou en thréonine dans un motif de reconnaissance RSXpS/TXP ou 
RXXXpS/TXP (Yaffe, 2002). Il a néanmoins été montré dans certains cas que les 14-3-3 ont la 
possibilité de lier des protéines non-phosphorylées telles que la télomérase, qui ne possède pas 
le motif consensus des 14-3-3 et qui interagit donc de façon indépendante de la phosphorylation 
(Seimiya et al., 2000). Le précurseur de l’amyloïde- (Sumioka et al., 2005), ainsi que 
l’exoenzyme S (Ottmann et al., 2007) sont d’autres exemples qui ont la capacité de lier les 14-
3-3 de façon indépendante de la phosphorylation. Ceci dit, puisque nos résultats suggèrent que 
la phosphorylation de PTP1B est importante pour l’interaction avec 14-3-3 , il serait intéressant 




phosphorylée en sérine 50 et de vérifier si elle bloque mieux ou non l’interaction qu’une version 
non-phosphorylée. 
De façon intéressante, sachant que les 14-3-3 sont des protéines qui agissent sous forme 
de dimère et qui jouent un rôle adaptateur dans des complexes protéiques, il est possible qu’une 
interaction avec une protéine non-phosphorylée soit observée grâce à une interaction avec un 
intermédiaire phosphorylé faisant partie du même complexe, une possibilité qui n’est d’ailleurs 
pas exclue par les groupes de recherche qui ont rapporté ces observations (Johnson et al., 2010). 
Dans le cadre de notre étude, bien que nous ayons tenté de caractériser l’interaction entre PTP1B 
et 14-3-3 , nos données ne nous permettent pas de déterminer s’il s’agit d’une interaction 
directe. Il serait donc intéressant d’effectuer une résonance des plasmons de surface, une 
méthode permettant d’étudier les interactions entre les protéines. Ce système mesure l’angle de 
réflexion d’une source de lumière sur une surface métallique, qui varie lorsqu’il y a interaction 
directe d’une molécule avec une autre adsorbée à la surface. Cette approche permettrait de 
vérifier si l’interaction entre PTP1B et 14-3-3  est directe et de mieux interpréter nos résultats. 
Ensuite, nos données indiquent que les agents que nous avons utilisés afin d’étudier les 
mécanismes d’oxydoréduction de PTP1B semblaient tous favoriser la réactivation de la 
phosphatase. Il serait pertinent de vérifier si les effets observés étaient dus à une production 
altérée ou modifiée de ROS à l’intérieur des cellules suite aux différents traitements. En effet, 
des études montrent par exemple que l’activation de PKB peut induire une augmentation de la 
production de ROS intracellulaires, et que son inhibition diminue les niveaux de ROS produits 
de la mitochondrie (Dolado & Nebreda, 2008). Néanmoins, plusieurs essais permettraient de 




2’,7’–dichlorofluorescine diacétate est une molécule émettant de la fluorescence suite à son 
oxydation en 2’, 7’–dichlorofluoresceine par les ROS, permettant de mesurer leur production 
grâce à un spectrophotomètre (X. Chen et al., 2010). D’autres essais utilisent plutôt la 10-
acétyle-3,7-dihydroxyphénoxazine, puisqu’elle réagit avec le H2O2 afin de produire une 
molécule fluorescente, la resorufine (Towne et al., 2004). Des résultats préliminaires effectués 
par d’autres membres de l’équipe de recherche suggèrent que la production de ROS n’est pas 
affectée par le R18, la triciribine et par le TP4. 
Enfin, puisque les 14-3-3 régulent de nombreux mécanismes intracellulaires et que le 
R18 constitue un inhibiteur non-spécifique de tous les isoformes des 14-3-3, les effets observés 
dans le cadre de cette étude pourraient être expliqués par d’autres mécanismes que ceux que 
nous avons proposés. Les 14-3-3 sont d’ailleurs connues pour interagir avec plusieurs protéines 
du métabolisme réducteur comme la thiorédoxine, les péroxirédoxines et la glutathion-s-




Chapitre 5. Conclusion 
En conclusion, notre étude montre que l’oxydation de PTP1B induit des changements 
conformationnels qui exposent un peptide dérivé de sa boucle phosphotyrosine. Ceci promeut 
une nouvelle interaction avec 14-3-3 , une protéine adaptatrice qui semble stabiliser la forme 
oxydée de la PTP. Cette interaction semblait être favorisée par la phosphorylation de PTP1B sur 
sa sérine 50 par PKB, et était bloquée par plusieurs peptides dérivés de la boucle 
phosphotyrosine de PTP1B et en présence d’inhibiteurs de PKB et des 14-3-3. Dans une 
perspective intégrative, il serait intéressant de vérifier si ces mécanismes sont spécifiques à 
PTP1B, ou si certaines phosphatases comme SHP-2 et TC-PTP, qui possèdent une séquence 
similaire mais non-identique, pourraient aussi être régulées de la même façon. Les plus récentes 
études suggèrent des mécanismes de réactivation similaires des PTPs par la thiorédoxine et la 
glutarédoxine. Une approche permettant d’identifier d’autres protéines importantes dans 
l’oxydoréduction des PTPs serait de purifier le complexe protéique dans lequel se trouvent 
PTP1B et 14-3-3  par chromatographie.  
Enfin, l’utilisation des nouveaux peptides activateurs de PTP1B dans différents 
contextes cellulaires permettrait de mieux comprendre comment l’oxydation et la réduction de 
PTP1B affecte la signalisation intracellulaire impliquées dans le développement de pathologies. 
De nombreuses molécules ayant pour cibles les PTPs comme PTP1B et SHP-2 ont d’ailleurs été 
récemment développées et pourraient constituer une approche intéressante dans le traitement 
des cancers (Jiang & Zhang, 2008). En outre, de récents résultats obtenus par l’équipe du Dr. 
Boivin indiquent que PTP1B est réversiblement oxydé dans des cœurs de souris soumis à une 




dysfonction systolique et diastolique chez la souris suite à une surcharge et favorise le 
développement de l’hypertrophie cardiaque et la transition vers l’insuffisance cardiaque. Ceci 
suggère que PTP1B participe à la régulation des voies de signalisation impliquées dans 
l’hypertrophie cardiaque et que des peptides augmentant l’activité de PTP1B pourraient avoir 
des effets positifs sur l’évolution de la maladie. En somme, considérant le rôle important des 
ROS et des PTPs dans la régulation des voies de transduction cellulaires impliquées dans les 
pathologies humaines, une meilleure compréhension des mécanismes d’oxydoréduction des 
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